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Avant-propos. 
 
 
La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative sévère dont le 
premier cas a été décrit en 1906 par le neuropsychiatre allemand dont elle porte le 
nom : Aloïs Alzheimer (Alzheimer et al., 1995) (traduction de l’article original). 
Cette pathologie, première cause de démence, touche 24 millions de personnes 
dans le monde, essentiellement dans les pays développés, du fait de l’allongement 
de la durée de la vie (estimation faite en 2005). En France, ce sont près de 860 000 
personnes qui souffrent de cette maladie (évaluation en 2007) et, d’après les 
prévisions, ce nombre pourrait atteindre 1,2 million en 2020. 
La maladie d’Alzheimer se caractérise par des troubles de la mémoire, de 
l’attention, de l’élocution, de la compréhension et de la personnalité. Elle passe 
d’abord par plusieurs années d’une phase asymptomatique avant l’apparition des 
premiers symptômes. Ensuite, les troubles vont inexorablement s’aggraver, ce qui 
rend la maladie de plus en plus invalidante. Incurable, la pathologie peut durer de 
deux à quinze années. 
Il existe deux types de maladie d’Alzheimer. D’une part, des formes dites 
sporadiques (environ 99% des cas) pour lesquelles, l’âge est le principal facteur de 
risque et d’autre part, des formes dites familiales qui sont d’origine génétique 
pour lesquelles, la pathologie est bien plus agressive et les symptômes 
apparaissent chez des patients plus jeunes. 
Du point de vue histologique, les principales zones du cerveau atteintes sont le 
cortex entorhinal et l’hippocampe mais, globalement, le cerveau des patients 
présente une perte neuronale massive. 
Actuellement, la maladie n’est diagnostiquée que de façon souvent trop tardive 
à l’aide d’un diagnostique différentiel basé essentiellement sur des tests 
neuropsychologiques. Malgré des avancées très nettes, notamment dans le 
domaine de l’imagerie, il n’existe toujours pas de dépistage précoce et fiable de la 
maladie qui reste donc « supposée ». Ainsi, le diagnostic définitif ne peut être 
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définitivement posé que post-mortem par étude de coupes histologiques du 
cerveau. De ce fait, les patients atteints de la maladie, diagnostiqués en général 
tardivement, nécessitent une prise en charge globale qui s’avère être très lourde 
économiquement tant pour les familles que pour la société mais aussi, très pesante 
sur un plan affectif et émotionnel pour les proches. Dans l’état actuel des 
connaissances, les traitements disponibles ne sont que symptomatiques et ne 
contribuent qu’à ralentir la course de la maladie sans en soigner les causes. 
Sachant que le nombre de cas ne peut qu’augmenter au regard du vieillissement 
de la population, cette maladie constitue, d’ores et déjà, un enjeu majeur de santé 
publique. De nombreuses voies thérapeutiques sont actuellement à l’étude et il est 
donc essentiel de mieux connaître les mécanismes impliqués dans la maladie afin 
de développer des traitements efficaces. 
Au cours de ma thèse, je me suis essentiellement consacré à l’étude des 
activités enzymatiques responsables de la production ou de la modification du 
peptide amyloïde qui sont, selon l’hypothèse de la cascade amyloïde, des éléments 
clefs de la pathologie : les activités gamma-sécrétase, présénilinase et 
aminopeptidase A. 
Dans ce manuscrit, j’ai volontairement occulté certains aspects de la pathologie 
ainsi que certaines protéines impliquées dans la maladie d’Alzheimer afin de 
développer les principales questions et centres d’intérêts qui ont été miens durant 
ma thèse. 
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I. INTRODUCTION. 
 
 
Du point de vue histopathologique, la maladie d’Alzheimer se caractérise 
principalement par deux types de lésions cérébrales. D’une part des lésions 
constituées d’agrégats protéiques intracellulaires (les dégénérescences 
neurofibrillaires) et d’autre part, des dépôts extracellulaires (les plaques séniles). 
Ces plaques séniles sont majoritairement constituées de peptide amyloïde issu de 
la maturation de son précurseur, la βAPP (Amyloïd Beta Peptide Precursor 
Protein). 
 
 
A. Maturation non amyloïdogène de la βAPP.  
 
1. La βAPP. 
 
La βAPP est la première protéine impliquée dans la maladie d’Alzheimer, dont 
le gène a été cloné (Kang et al., 1987). C’est une glycoprotéine transmembranaire 
de type I, subissant des modifications post-traductionnelles complexes telles que 
des sulfatations, des N- et O- glycosylations ainsi que des phosphorylations 
(Weidemann et al., 1989). La βAPP est exprimée de façon ubiquitaire et trois 
isoformes sont générées par épissage alternatif. Parmi ces isoformes, la forme 
neuronale compte 695 acides aminés (Kitaguchi et al., 1988) tandis que la forme 
exprimée dans les astrocytes compte, elle, 751 acides aminés.  
Le gène codant pour la βAPP est porté par le chromosome 21 et à l’heure 
actuelle, environ 30 mutations ponctuelles sur celui-ci ont été rapportées. Nombre 
de ces mutations, responsables de formes familiales de la maladie d’Alzheimer, 
sont situées au niveau ou à proximité des sites de clivage par les enzymes 
impliqués dans les processus de maturation de la βAPP (voie amyloïdogène ou 
voie non-amyloïdogène). Ces mutations ne se traduisent pas forcément toutes par 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Maturation physiologique de la βAPP. 
 
L’action des α-sécrétases sur la βAPP, au milieu de la 
séquence Aβ, libère le sAPPα, neurotrophique et 
neuroprotecteur et sa contrepartie membranaire, C83, est 
substrat de la γ-sécrétase. 
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une augmentation de la production du peptide amyloïde, mais aussi parfois par 
une augmentation du ratio Aβ42/Aβ40. Il existe des mutations pour lesquelles il 
n’y a pas d’évidence d’une quelconque pathogénicité et d’autres pour lesquelles 
celle-ci reste à démontrer. Les mutations sur la βAPP sont la cause de 15-20% des 
cas de forme familiale de la maladie d’Alzheimer. Parallèlement, le locus 
contenant le gène codant pour la βAPP peut être dupliqué, ce qui conduit 
systématiquement à l’apparition d’une maladie d’Alzheimer associée à une 
angiopathie amyloïde cérébrale (Rovelet-Lecrux et al., 2006). 
La fonction de la βAPP demeure relativement peu connue. Des souris 
invalidées pour la βAPP ont été générées ; ces souris, bien que viables et fertiles 
présentent certaines anomalies parmi lesquelles, un défaut global de croissance 
avec une taille et un poids nettement inférieur à celui des souris sauvages, un 
développement cérébral altéré, des troubles de l’homéostasie du cuivre et des 
lipides ainsi q’une diminution des capacités d’apprentissage et de mémorisation 
(Dawson et al., 1999; Seabrook et al., 1999; Tremml et al., 1998; White et al., 1999). 
Une fois la βAPP produite, celle-ci subit une attaque protéolytique de nature 
non-amyloïdogène. Ce clivage implique l’action d’une activité enzymatique 
appelée α-sécrétase (Figure 1). 
 
 
2. Les alpha-sécrétases. 
 
A l’origine, des études pharmacologiques couplées à des expériences de 
biologie cellulaire ont permis de déterminer que les protéases impliquées dans 
l’activité α-sécrétase étaient des métalloprotéases dont le site catalytique se trouve 
sur la face externe de la membrane plasmique (ectoprotéases). Par la suite, trois 
membres de la famille des désintégrines, ADAM9, ADAM10 et TACE/ADAM17, 
ont été identifiées comme étant capables d’induire la coupure de la βAPP au site 
α-sécrétase (entre les résidus 16 et 17 du peptide Aβ) lorsqu’elles surexprimées 
dans des cellules en culture (Buxbaum et al., 1998; Koike et al., 1999; Lammich et 
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al., 1999). Cependant, il a été montré récemment qu’ADAM9 n’agit pas 
directement sur le clivage α-sécrétase. En effet, ADAM9 ne joue que sur la 
maturation d’ADAM10 : la surexpression d’ADAM9 dans des cellules dépourvues 
d’ADAM10 n’induit pas d’augmentation de la production de sAPPα (Alfa Cisse et 
al., 2005). Il n’y a donc que deux α-sécrétases : TACE/ADAM17 qui est 
principalement impliquée la voie régulée et ADAM10 qui est plutôt responsable 
d’une voie constitutive mais modulable, en amont, par l’action d’ADAM9. Le 
clivage régulé de la βAPP peut être contrôlé positivement par des agonistes de la 
protéine kinase C (Caccamo et al., 2006), des agonistes des récepteurs 
muscariniques (Nitsch et al., 1992) ou des composés induisant une diminution du 
cholestérol membranaire (Kojro et al., 2001). 
La maturation non-amyloïdogène de la βAPP s’opère essentiellement à la 
membrane plasmique (Sisodia, 1992), il en résulte un clivage entre les résidus 16 et 
17 de la séquence Aβ abolissant de ce fait la production de peptide amyloïde et 
libérant le fragment N-terminal soluble, sAPPα. 
La contrepartie C-terminale membranaire, C83, est ensuite clivée par la γ-
sécrétase pour produire le peptide p3 (ou Aβ 17-40/42) et un fragment cytosolique 
appelé AICD (APP Intra Cellular Domain) (je reviendrai sur l’activité γ-sécrétase 
et le fragment AICD au chapitre I.B.4.b, page 19). 
Le fragment N-terminal soluble, sAPPα, présente des propriétés 
neurotrophiques et neuroprotectrices (Araki et al., 1991; Mattson et al., 1993) et 
jouerait un rôle dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (Ohsawa et 
al., 1995). De plus, l’expression du fragment sAPPα seul chez des souris invalidées 
pour la βAPP est capable de corriger les nombreux déficits dont elles souffrent 
(Ring et al., 2007).  
Les désintégrines ADAM9, ADAM10 et ADAM17 sont également responsables 
du clivage de nombreux autres substrats et par la même, impliquées dans diverses 
fonctions physiologiques. Par exemple, leur participation a été démontrée dans 
des phénomènes tels que l’adhésion (Reiss et al., 2005), la morphologie, la 
migration cellulaire (ADAM10) (Poliakov et al., 2004), la tumorigenèse (ADAM9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Maturation pathologique de la βAPP. 
Le peptide Aβ est produit par l’action successive de la β- 
puis de la γ-sécrétase qui en libèrent respectivement les 
extrémités N- et C-terminale. 
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(Tannapfel et al., 2003) et dans certaines pathologies immunitaires (ADAM17) 
(Locksley et al., 2001). 
En règle générale, tous les substrats de la γ-sécrétase nécessitent une première 
coupure qui élimine leur ectodomaine avant d’être clivés, dans un deuxième 
temps, par la γ-sécrétase elle-même. 
 
 
B. Production du peptide amyloïde. 
 
Parallèlement à la voie non-amyloïdogène, la βAPP peut subir une voie de 
maturation considérée comme physiopathologique : la voie amyloïdogène. 
Comme son nom l’indique, ce processus conduit à la production de peptide 
amyloïde, Aβ, par l’action successive de deux sécrétases, la β-sécrétase et la γ-
sécrétase (Figure 2). 
 
 
1. L’hypothèse amyloïde. 
 
Le peptide Aβ est l’élément clef d’une théorie appelée hypothèse amyloïde. 
Brièvement, cette théorie développée au départ par J. Hardy et GA Higgins décrit 
une cascade d’événements qui débute avec une dérégulation de la production de 
peptide Aβ laquelle, suivie de son agrégation, conduirait à la pathologie (Hardy 
and Higgins, 1992). Ainsi, dans cette hypothèse, Aβ (au sens général, comprenant 
toutes les formes) est « responsable de tous les maux ». Sa surproduction 
conduirait, d’une part, à une accumulation extracellulaire suivie d’agrégation et de 
formation des plaques séniles et d’autre part, à une modification de la 
concentration de calcium intracellulaire entraînant la mort cellulaire ainsi que 
l’hyper-phosphorylation de Tau et, par voie de conséquence, la formation des 
dégénérescences neurofibrillaires. Depuis, l’hypothèse amyloïde a évolué et un 
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nombre croissant d’éléments implique la forme 1-42 et les formes tronquées d’Aβ 
dans les effets pathogènes dépendants du peptide amyloïde. 
L’hypothèse amyloïde est confortée par les études génétiques. En effet, les 
formes familiales de la maladie d’Alzheimer se caractérisent toujours par la 
modulation de la production d’Aβ que ce soit par une augmentation globale de la 
quantité d’Aβ produite ou par une modulation du ratio Aβ40/Aβ42. De plus, la 
plupart des mutations tant sur les présénilines que sur la βAPP n’augmentent pas 
la quantité globale d’Aβ produite, mais favorisent une production d’Aβ42 au 
détriment d’Aβ40. Chez l’animal, le niveau d’Aβ42 est directement lié à 
l’apparition des plaques séniles et ces résultats sont confirmés par une étude qui a 
montré une corrélation entre l’âge de déclenchement de la maladie et le ratio 
Aβ40/Aβ42 (Duering et al., 2005).  
Un autre aspect qui tend à confirmer l’hypothèse amyloïde concerne les essais 
de vaccination. Des souris, modèles de la maladie d’Alzheimer produisant une 
grande quantité d’Aβ et présentant des dépôts de type plaque sénile, ont été 
immunisées contre le peptide Aβ afin de produire des anticorps. Ces animaux 
immunisés présentent une baisse des dépôts amyloïdes (Schenk et al., 1999) et plus 
intéressant encore, une amélioration concrète de leurs capacités cognitives 
(Morgan et al., 2000). Ces approches vaccinales, d’abord concluantes chez l’animal, 
ont ensuite été testées chez l’Homme. Les premiers résultats après immunisation 
ont montré une amélioration du comportement des patients, une baisse du 
nombre de plaques séniles et de bons résultats neurologiques (Hock et al., 2003; 
Nicoll et al., 2003). Toutefois, ces essais ont dû être interrompus après l’apparition 
de 18 cas de méningite dans la cohorte. Ces résultats sont encourageants et 
constituent un argument supplémentaire supportant l’hypothèse amyloïde. 
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2. Les limites de l’hypothèse amyloïde. 
 
L’hypothèse amyloïde, malgré un faisceau important d’indices en sa faveur, 
présente quelques limites : 
 - Cette hypothèse fait la part belle au peptide amyloïde et délaisse la protéine 
Tau. Pourtant, Tau sous sa forme hyper-phosphorylée est responsable de la 
déstabilisation des microtubules, s’agrège et induit de ce fait la mort neuronale. De 
plus, des mutations de Tau sont impliquées dans l’apparition des démences 
fronto-temporales et une corrélation existe entre les dégénérescences 
neurofibrillaires et le déclin cognitif. Cependant, les lésions induites par Tau ne 
sont pas spécifiques à la maladie d’Alzheimer, elles sont retrouvées dans d’autres 
pathologies regroupées sous le terme de tauopathies. 
- Il existe un défaut de corrélation temporelle entre les premiers signes de 
démence et l’apparition des plaques séniles. En effet, chez des souris 
transgéniques surexprimant concomitamment la βAPP (APPswe) et une 
préséniline mutée (PS1 M146L), les troubles cognitifs apparaissent très nettement 
avant la détection des premières plaques séniles (Holcomb et al., 1998). Il convient 
d’ajouter à cela le fait que des plaques séniles ont été retrouvées chez des patients 
très âgés qui ne présentaient pourtant aucune démence au moment de leur décès 
(Davis et al., 1999). Bien évidemment, dans leurs cas, la démence aurait peut être 
été diagnostiquée quelques années plus tard. 
Au final, de multiples preuves ont été apportées en soutien à l’hypothèse 
amyloïde, ce qui en fait encore aujourd’hui, l’hypothèse la plus couramment 
admise. 
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3. La béta-sécrétase. 
 
a. Généralités. 
 
La β-sécrétase est l’activité enzymatique responsable de la libération de 
l’extrémité N-terminale du peptide amyloïde. Elle est présente dans tous les tissus 
(Haass et al., 1992) et très importante dans les neurones et les cellules de la lignée 
neuronale (Seubert et al., 1993). La caractérisation des substrats de la β-sécrétase, 
tous membranaires, a suggéré que l’enzyme porteuse de l’activité était soit 
transmembranaire soit fortement liée à la membrane (Citron et al., 1995). 
D’autres études ont ensuite montré que l’activité β-sécrétase est 
majoritairement détectée à pH acide, dans les compartiments subcellulaires de la 
voie de sécrétion, trans-Golgi compris, ainsi que dans les endosomes (Haass et al., 
1995; Koo and Squazzo, 1994). Entre 1999 et 2000, pas moins de cinq groupes ont 
publié, presque en même temps, la découverte de l’enzyme impliqué dans la 
coupure β de la βAPP (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; 
Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1 (Beta-site APP Cleaving Enzyme), 
aussi appelée memapsin-2 ou Asp2, est une aspartyl protéase transmembranaire 
de type I. 
Je ne développerai pas plus les aspects de structure de BACE1 ni des aspartyl 
protéases (pour revue (Cole and Vassar, 2007) et (Stockley and O'Neill, 2008)). 
BACE1 est porteuse de la seule activité enzymatique capable de cliver la βAPP 
au niveau du site β sur l’APP, cependant elle n’est pas responsable que de la 
coupure en 1 (en numérotation Aβ), mais aussi d’une coupure en 11, générant 
ainsi des peptides Aβ 11-x (Vassar et al., 1999). 
Actuellement, aucune mutation directement impliquée dans le développement 
de la maladie d’Alzheimer n’a pu être identifiée sur BACE1 (Cruts et al., 2001; Liu 
et al., 2003). Toutefois, il est maintenant établi que l’activité β-sécrétase augmente 
de façon significative dans les cerveaux de patients atteints de forme sporadique 
d’Alzheimer (Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Tyler et al., 2002). Cette 
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élévation, dont le rôle physiologique est inconnu, est également observée dans le 
cerveau au cours du vieillissement normal, chez la souris, le singe et les humains 
non déments (Fukumoto et al., 2004). 
 
b. Régulations transcriptionnelles de BACE1. 
 
Chez l’Homme, BACE1 est codée par un gène porté par le chromosome 11. Son 
promoteur contient de nombreux éléments de réponse à différents facteurs de 
transcription. De manière non exhaustive, les facteurs de transcription qui activent 
Sp1, GATA-1, AP1, AP2, CREB, les récepteurs aux œstrogènes et aux 
glucocorticoïdes sont capables de se lier au promoteur de BACE1 ; de même que 
NFκB, STAT1, HIF-1 et HSF-1. Il convient de noter que nombre des sites cités plus 
haut, sont activés lors de stress cellulaires. De plus, dans les cerveaux de patients 
atteints de la maladie d’Alzheimer, une forte réaction inflammatoire est observée 
ce qui pourrait induire indirectement une hausse de l’expression de BACE1 à 
cause de la production de cytokines pro-inflammatoires. A l’inverse, l’utilisation 
d’anti-inflammatoires non stéroïdiens réduirait le risque de développer la maladie 
notamment en réduisant la transcription de BACE1. 
De façon intéressante, au cours du vieillissement, NFκB est augmenté tant chez 
les malades que chez les patients sains. De plus, le traitement de cellules avec de 
l’Aβ induit une régulation positive de NFκB qui se traduit par une hausse de la 
transcription de BACE1 (Buggia-Prevot et al., 2008). Ces données mettent en 
évidence une boucle de régulation positive liant hausse de NFκB, hausse de 
BACE1, hausse d’Aβ, hausse de NFκB … 
 
c. Modifications post traductionnelles. 
 
BACE1 est produit sous forme d’un précurseur immature, proBACE, qui subit 
un clivage du peptide signal et une coupure de type furine du propeptide (Bennett 
et al., 2000) ; ces clivages sont suivis de nombreuses autres modifications post-
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traductionnelles telles des sulfatations, des palmitoylations, la formation de 3 
ponts disulfures ainsi que des N-glycosylations (Haniu et al., 2000) 
 
d. Régulation de l’activité β-sécrétase. 
 
L’activité enzymatique de BACE1 est très dépendante de son environnement 
lipidique : certains lipides, tels que les glycosphingolipides neutres (cérébrosides), 
les glycérophospholipides anioniques et les stérols (cholestérol) induisent 
directement une augmentation d’activité (Kalvodova et al., 2005) alors que 
d’autres lipides comme les céramides agissent plutôt sur la stabilité de BACE1 
(Puglielli et al., 2003) et contribuent indirectement à l’augmentation de l’activité β-
sécrétase globale. A l’inverse, l’interaction de BACE1 avec certaines protéines 
entraîne une baisse de son activité (sorLA/LR11 par exemple). La modulation du 
trafic de la protéine est aussi un moyen que possède la cellule pour réguler 
l’activité β-sécrétase : pour résumer, BACE1 possède des séquences d’adressage 
vers certains compartiments subcellulaires mais ces signaux sont modulables par 
l’intermédiaire, par exemple, d’une phosphorylation (S498) qui modifie 
l’interaction avec une protéine cargo. 
 
e. Substrats de BACE1. 
 
BACE1 est porteuse de la seule activité enzymatique capable de cliver la βAPP 
au niveau du site β sur l’APP (en 1 et en 11, en numérotation Aβ) (Vassar et al., 
1999). Parmi les autres substrats connus de BACE1 se trouvent, les homologues de 
la βAPP, APPLP1 et 2 (bien que cela ne conduise pas à la production d’Aβ), une 
sialyltransférase résidente dans le Golgi (ST6Gal1) (Kitazume et al., 2001), une 
protéine impliquée dans l’adhésion cellulaire, PSGL1 (P-Selectin Glycoprotein 
Ligand I) (Lichtenthaler et al., 2003). 
 
 
 - 19 - 
 
4. Le clivage γ-sécrétase. 
 
Suite à l’action de la β-sécrétase ou des α-sécrétases, les fragments C-
terminaux, C99/C89 ou C83, ancrés à la membrane vont subir une protéolyse 
particulière : le clivage γ-sécrétase. 
 
a. L’activité γ-sécrétase, une protéolyse particulière. 
 
L’activité γ-sécrétase est une activité protéolytique particulière dans la mesure 
où le site de clivage se situe au cœur de la membrane, un environnement 
hydrophobe, à priori peu propice à la protéolyse. Ce clivage intramembranaire ou 
RIP (Regulated Intramembrane Proteolysis) est opéré par un ensemble de 
protéases nommées I-CliPs (Intramembrane-Cleaving Proteases) qui comprend 
outre la γ-sécrétase, les protéines SPP (Signal Peptide Peptidase), S2P (Site-2-
Protéase) et les rhomboïdes. La première protéine substrat des I-CliPs identifiée 
fût SREBP (Sterol Responsive Binding Element), une protéine du réticulum 
endoplasmique impliquée dans le métabolisme des acides gras et des stérols. Lors 
d’une déplétion en cholestérol, SREBP est transportée vers le Golgi où elle subit 
successivement deux clivages : le premier au niveau luminal et le second 
intramembranaire. Celui-ci est réalisé par la S2P libérant ainsi un fragment 
cytosolique qui, après translocation au noyau, est susceptible d’induire la 
transcription de gènes cibles. La S2P est transmembranaire et présente toutes les 
caractéristiques d’une métalloprotéase à zinc (Rawson et al., 1997). Les SPP 
appartiennent à la seconde famille d’I-CliPs, également transmembranaires, elles 
possèdent un signal de rétention dans le réticulum. Ce sont des aspartyl protéases 
qui possèdent deux résidus aspartate au sein de séquences consensus formant le 
site catalytique au milieu de deux domaines transmembranaires. La troisième 
famille d’I-CliPs est formée par les rhomboïdes dont rhomboïd-1, le membre 
fondateur a été découvert chez la drosophile (Urban, 2006). Ce sont des protéases 
à sérine qui possèdent la particularité de ne pas nécessiter que leurs substrats aient 
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subi un clivage préalable. De plus, il semble que les rhomboïdes requièrent une 
spécificité de séquence. Parmi toutes les protéases intramembranaires, la γ-
sécrétase est de loin la plus étudiée compte tenu de son rôle central dans la 
maladie d’Alzheimer. Contrairement aux autres I-CliPs, l’activité γ-sécrétase serait 
portée par un ensemble multiprotéique de haut poids moléculaire (Chapitre 
I.B.4.c., page 21). Le complexe ainsi formé porterait une activité aspartyl protéase 
(Wolfe et al., 1999a) dont les deux résidus aspartate, supposés être impliqués dans 
la catalyse sont portés par l’un de ses composants (les présénilines) (Wolfe et al., 
1999b). Cependant, cette affirmation peut être discutée comme nous le verrons 
plus loin. 
 
b. Les substrats de la γ-sécrétase. 
 
La γ-sécrétase, d’abord connue pour son action sur la βAPP, est responsable du 
clivage d’un nombre croissant de substrats ; actuellement la liste comporte plus de 
cinquante protéines. Le point commun entre celles-ci, toutes de type I, est la 
nécessité d’un clivage de leur ectodomaine avant qu’elles puissent être substrat de 
la γ-sécrétase (Beel and Sanders, 2008). 
Parmi les substrats de la γ-sécrétase, le récepteur NOTCH est particulièrement 
important : cette protéine est essentielle au développement embryonnaire et sa 
déplétion conduit à des désordres importants qui sont létaux au cours de 
l’embryogenèse (Conlon et al., 1995). Suite au clivage (S3) de NOTCH par la γ-
sécrétase, un fragment cytosolique, NICD (NOTCH Intra Cellular Domain) est 
produit et transloqué au noyau, où il agit comme facteur de transcription. 
La βAPP subit une série de clivages séquentiels par la γ-sécrétase, en partant 
de l’extrémité C-terminale. Le premier clivage, nommé ε, proche de la face interne 
de la membrane plasmique est analogue au clivage S3 de NOTCH et libère un 
fragment cytosolique de cinquante acides aminés, l’AICD (C50) (APP Intra 
Cellular Domain). Ce fragment est également un facteur de transcription régulant, 
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entre autre, la néprilysine (Pardossi-Piquard et al., 2005), un des enzymes 
responsables de la dégradation du peptide amyloïde. 
Ensuite, le clivage γ, au milieu du domaine transmembranaire de la βAPP, 
libère l’extrémité C-terminale du peptide amyloïde. 
L’inhibition de la coupure de NOTCH par des inhibiteurs de γ-sécrétase 
provoque l’apparition des mêmes désordres que ceux observés lors de 
l’invalidation du gène. Il en a été conclu que la γ-sécrétase est directement 
responsable du clivage de NOTCH comme des clivages ε et γ sur la βAPP. 
 
L’activité γ-sécrétase regroupe, en fait, sous ce terme générique une ou 
plusieurs activités capables de couper la large gamme de substrats actuellement 
décrits. En effet, les sites de coupures sur les cibles de la γ-sécrétase sont loin 
d’être identiques tant en terme de séquence que de localisation dans l’épaisseur de 
la membrane plasmique. De plus, comme nous le verrons plus loin, il est possible 
de moduler le clivage de l’un des substrats sans pour autant affecter les autres et 
dans le cas particulier de la βAPP, la protéine subit deux coupures (« epsilon » et 
« gamma ») qui sont modulée différemment. 
 
c. La gamma-sécrétase dépendante des présénilines. 
 
L’activité γ-sécrétase dépendante des présénilines serait portée par un 
complexe macromoléculaire constitué d’au moins quatre protéines (Edbauer et al., 
2003): Aph-1, Pen-2, la nicastrine et la préséniline 1 ou 2. Ces quatre partenaires 
sont nécessaires et suffisants pour créer une activité de type γ-sécrétase lorsqu’ils 
sont cotransfectés chez la levure (qui est sensée, à l’origine, être dépourvue 
d’activité γ-sécrétase) (Edbauer et al., 2003). A l’inverse, l’invalidation de l’un ou 
l’autre des quatre partenaires réduit drastiquement la production de peptide 
amyloïde (De Strooper et al., 1998; Francis et al., 2002; Li et al., 2003). La formation 
du complexe γ-sécrétase a lieu tôt dans la voie de sécrétion (Capell et al., 2005; 
Kim et al., 2004). L’assemblage est séquentiel et chaque partenaire est présent en 
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un seul exemplaire au sein du complexe (Sato et al., 2007). L’un des modèles 
proposés décrit la séquence suivante (Figure 3): la nicastrine s’associe en premier 
lieu avec APH-1 (Shirotani et al., 2004) puis ce duo stabilise la préséniline sous sa 
forme intacte, le complexe ternaire ainsi formé recrute Pen-2 ce qui catalyse la 
maturation de la préséniline. Cette maturation par clivage de l’holoprotéine 
conduit à la formation de deux fragments N- et C-terminaux en un hétérodimère 
qui forme l’entité biologiquement active des présénilines au sein du complexe 
(Wolfe, 2001). 
 
d. Les membres du complexe γ-sécrétase, dépendant des 
présénilines. 
 
9 La préséniline 1. 
 
- Généralités. 
 
Le gène codant pour la préséniline 1 (PS1) a été identifié en 1995 et associé au 
développement d’une forme familiale de la maladie d’Alzheimer lorsqu’il arbore 
des mutations (Sherrington et al., 1995). Le gène codant pour PS1 est situé sur le 
chromosome 14. La région promotrice minimale du gène ne comprend que 28 
paires de bases mais comporte néanmoins un site de liaison aux protéines Ets et 
un site de liaison à CREB (cAMP Responsive Element Binding Protein) (Mitsuda et 
al., 2001; Pastorcic and Das, 2000). Le facteur de transcription p53 agit comme 
répresseur sur le promoteur de PS1 (Pastorcic and Das, 2000). 
A l’heure actuelle, plus d’une centaine de mutations ont été décrites sur le gène 
de la PS1, elles sont dominantes et représentent près de 80% de tous les cas de 
formes familiales de la maladie. En général, ces formes familiales, très agressives, 
sont caractérisées par un âge de déclenchement précoce, souvent compris entre 25 
et 50 ans. La PS1 est exprimée dans le système nerveux central ainsi que dans les 
tissus périphériques (Sherrington et al., 1995). La découverte d’orthologues chez le 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: topologie de la préséniline 1. 
Structure à 9 domaines transmembranaires de la PS1, le 
clivage présénilinase est situé au niveau de la boucle 
cytosolique entre les domaines transmembranaires 6 et 7 qui 
contiennent en leur centre les 2 résidus aspartate sensés 
former le couple catalytique.  
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nématode C. elegans (Levitan and Greenwald, 1995), chez la drosophile D. 
melanogaster, montre que cette protéine est très conservée dans l’évolution 
(Boulianne et al., 1997). 
 
- Distribution cellulaire et topologie de la PS1. 
 
Dans la cellule, la protéine PS1 est principalement localisée dans les 
membranes intracellulaires de l’enveloppe périnucléaire, du réticulum 
endoplasmique, et de l’appareil de Golgi (De Strooper et al., 1997; Walter et al., 
1996). Des quantités plus faibles de PS1 sont toutefois détectées à la membrane 
plasmique (Kaether et al., 2004) ainsi qu’au niveau de la membrane des lysosomes 
(Pasternak et al., 2003). Le marquage par immunohistochimie de coupes de 
cerveaux a permis de montrer que la PS1 est exprimée dans les neurones et les 
cellules gliales (Kovacs et al., 1996; Lah et al., 1997). La PS1 est une protéine 
membranaire de 467 acides aminés. Le nombre de domaine transmembranaires 
qu’elle comporte est un sujet de controverse : en effet, si la protéine possède dix 
domaines hydrophobes et deux domaines hydrophiles, des topologies à six, sept, 
huit et même neuf domaines transmembranaires ont été décrites (Laudon et al., 
2005; Lehmann et al., 1997; Li and Greenwald, 1996; Li and Greenwald, 1998; 
Spasic et al., 2006). Dans le cas du modèle à huit domaines transmembranaires qui 
a prévalu jusqu’à très récemment, les extrémités N- et C-terminales de la protéine 
ainsi qu’une large boucle située entre les domaines 6 et 7 sont intracellulaires (De 
Strooper et al., 1997; Doan et al., 1996; Lehmann et al., 1997; Thinakaran, 2001). 
Dans le modèle comportant neuf domaines transmembranaires, l’extrémité N-
terminale ainsi que la boucle entre les domaines 6 et 7 sont cytosoliques et 
l’extrémité C-terminale est extracellulaire (Spasic et al., 2006)(Figure 4). La boucle 
cytosolique comporte un court segment hydrophobe qui pourrait être rattaché à la 
face interne de la membrane (Nakai et al., 1999). 
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- Métabolisme de la PS1. 
 
La préséniline 1 (49 kDa) subit un clivage au niveau de sa boucle 
cytoplasmique soit au niveau des acides aminés 292-293 soit entre les acides 
aminés 298-299. La protéase responsable de cette coupure, nommée présénilinase 
(Podlisny et al., 1997; Thinakaran, 2001), est toujours inconnue. Les 
caractéristiques de cette activité enzymatique seront détaillées à la page 25. Suite à 
cette coupure, un fragment N-terminal (NTF ; 28 kDa) et sa contrepartie C-
terminale (CTF ; 18 kDa) s’apparient en hétérodimère pour former l’entité active 
des présénilines au sein du complexe γ-sécrétase (Capell et al., 1998). Le clivage 
des PS, initialement supposé essentiel pour l’activité γ-sécrétase, n’est pourtant 
pas un pré-requis : des études ont, en effet, montré que l’abolition du clivage par 
mutation des sites de coupure ne modifie pas la production de peptide Aβ (Steiner 
et al., 1999b). De plus, une mutation au niveau d’un site accepteur d’épissage sur 
le gène codant pour la PS1 aboutit à la transcription d’un ARN messager amputé 
de l’exon 9 qui conduit à l’expression d’une protéine dépourvue d’une partie de sa 
boucle intracellulaire contenant le site de clivage par la présénilinase. Cette forme 
tronquée de PS1 n’est pas clivée, conserve une activité biologique et est même 
responsable d’une forme familiale de la maladie d’Alzheimer (Perez-Tur et al., 
1995). 
L’holoprotéine PS1, non intégrée au complexe est rapidement dégradée par le 
protéasome après poly-ubiquitinylation (Alves da Costa et al., 1999; Marambaud 
et al., 1998) et possède un temps de demi-vie compris entre une et deux heures 
(Podlisny et al., 1997). Les fragments NTF et CTF sont également dégradés par le 
protéasome mais, sous leur forme intégrée au complexe, ils sont beaucoup plus 
stables, leurs temps de demi-vie étant alors de plus de vingt-quatre heures (Kim et 
al., 1997; Steiner et al., 1998). 
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- L’activité présénilinase. 
 
Les fragments NTF et CTF, résultant du clivage des présénilines par la 
présénilinase, sont présents principalement dans l’appareil de Golgi quand 
l’holoprotéine, elle, n’est présente que dans le réticulum endoplasmique. Ces 
données permettent de situer précisément le lieu d’action de la présénilinase. Les 
mutations ponctuelles impliquées dans les formes familiales de la maladie 
d’Alzheimer ne modifient pas la répartition subcellulaire ni des fragments ni de 
l’holoprotéine. Malgré ces nombreuses études, l’activité enzymatique responsable 
de la maturation des présénilines au sein du complexe γ-sécrétase est toujours 
inconnue. Cependant, plusieurs hypothèses la concernant ont été émises. 
Il a été postulé, dès 1999, que l’enzyme responsable du clivage serait une 
aspartyl protéase et plus précisément, que cette activité catalytique serait portée 
par les présénilines elles-mêmes. En effet, d’après Wolfe et collaborateurs, la 
mutation des résidus aspartate des domaines transmembranaires 6 et 7 en alanine 
abolit non seulement l’activité γ-sécrétase mais également la maturation des 
présénilines (Wolfe et al., 1999b). 
Le développement d’inhibiteurs de γ-sécrétase qui est également une aspartyl 
protéase a permis d’identifier des composés qui bloquent aussi la maturation de la 
PS1 (Beher et al., 2001). Cependant, les inhibiteurs de γ-sécrétase ne présentent pas 
tous cette capacité.  
Par ailleurs, en 2005, Brunkan et collaborateurs montrent que la co-
surexpression de la forme sauvage de la PS1 et de la forme mutée D257A dans des 
fibroblastes de souris invalidées pour les deux présénilines ne se traduit pas par 
une hydrolyse en trans de la forme D257A par la protéine sauvage (Brunkan et al., 
2005).  
Si ces différentes expériences ont permis de mieux comprendre le 
fonctionnement de la présénilinase, il reste quelques zones d’ombres ainsi que 
certaines contradictions qui permettent de douter du fait que les présénilines sont 
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l’aspartyl protéase capable de s’auto-cliver. Cet aspect sera discuté dans la partie 
I.B.4.c., page 39. 
 
- Les fonctions supposées de la PS1. 
 
Afin de mettre à jour le ou les rôles physiologiques de PS1, des expériences ont 
été menées en comparant les effets des formes mutées ou sauvage de la protéine. 
Ces études ont été principalement réalisées dans des conditions de surexpression 
de la protéine puisque l’invalidation du gène codant pour la PS1, tout comme 
l’invalidation de l’un des gènes codant pour les trois autres membres du 
complexe, est létale au niveau embryonnaire (Shen et al., 1997; Wong et al., 1997), 
les embryons de souris déficientes en PS1 présentant le même phénotype que des 
embryons de souris dont le gène codant pour NOTCH1 a été invalidé (Donoviel et 
al., 1999). Ces expériences ont, cependant, permis la mise en évidence de 
phénotypes particuliers associés à des mutations de la PS1 impliquées dans le 
développement de formes familiales de la maladie d’Alzheimer. 
En 1996, Guo et collaborateurs ont démontré l’implication de PS1 dans 
l’homéostasie du calcium sur des cellules en culture. Ainsi, l’expression d’une 
forme mutée de la PS1 entraîne une réponse calcique anormalement élevée suite 
au traitement avec un composé induisant la libération de Ca2+ du réticulum 
endoplasmique, ceci contribuant à l’augmentation de la vulnérabilité des cellules 
aux agents toxiques (Guo et al., 1996). Plus récemment, une étude a montré que la 
PS1 joue le rôle de canal calcique (canal de fuite) et que des mutations impliquées 
dans les formes familiales de la maladie d’Alzheimer modifient drastiquement 
cette capacité (Tu et al., 2006). La surcharge calcique à l’intérieur du réticulum 
endoplasmique et de l’appareil de Golgi ainsi induite est à l’origine du relargage 
excessif de Ca2+ précédemment observé.  
En 1999, l’implication de la PS1 dans l’apoptose a été démontrée. En effet, si la 
PS1 sauvage a un effet anti-apoptotique, l’expression d’une PS1 mutée augmente 
la sensibilité des cellules aux agents pro-apoptotiques tel que la staurosporine 
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(Kovacs et al., 1999). D’autres études ont également montré un effet pro-
apoptotique de formes mutées de la PS1 et mis en évidence un effet opposé, anti-
apoptotique, de la forme sauvage impliquant la régulation de voies de survie 
cellulaire telles que la voie ERK et la voie PI3K (Baki et al., 2004; Kang et al., 2005; 
Kim et al., 2005). A l’inverse, la déplétion en PS1 par une approche anti-sens 
entraine une augmentation de l’apoptose dans des cellules NT2 (Hong et al., 1999). 
Il semble que le fragment C-terminal de la PS1 soit capable lorsqu’il est 
surexprimé de moduler les clivages de la βAPP, en amont des activités β- et γ-
sécrétase elles-mêmes. Cette fonction est dépendante du niveau d’expression du 
fragment, niveau qui est contrôlé via sa dégradation par le protéasome (Alves da 
Costa et al., 1999). 
En 2004, pour étudier l’effet de PS1 à l’âge l’adulte et s’affranchir de la barrière 
que constitue la létalité embryonnaire liée à l’absence de PS1, l’équipe de Jie Shen 
a généré des souris transgéniques invalidées de manière conditionnelle. Chez ces 
animaux, la déplétion en PS1 entraîne des déficits cognitifs, des altérations 
synaptiques ainsi qu’une mort neuronale dépendante de l’âge (Saura et al., 2004). 
La même équipe montre, en 2005, que l’invalidation conditionnelle de PS1 dans le 
cerveau, après la naissance, dans un modèle de souris transgénique surexprimant 
une forme mutée de la βAPP, permet de restaurer les troubles de la mémoire, de 
l’apprentissage, réduit la production de peptide amyloïde ainsi que la formation 
des plaques séniles et diminue la réponse inflammatoire associée à la 
surexpression de la βAPP mutée. Cependant, cette invalidation de PS1 ne permet 
pas de rétablir le fonctionnement synaptique normal. De plus, les effets bénéfiques 
de cette invalidation ne se produisent que si celle-ci est réalisée tôt (avant 6 mois) 
et ne sont malheureusement que transitoires (Saura et al., 2005). 
L’ensemble des travaux réalisés sur les fonctions de la PS1 révèle son rôle 
essentiel dans des mécanismes de survie cellulaire et des fonctions neuronales à 
l’âge adulte. 
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9 La préséniline 2. 
 
La préséniline 2 (PS2) est codée par un gène situé sur le chromosome 1 (chez 
l’Homme). Elle possède 67% d’homologie avec la PS1, sa topologie est semblable à 
celle de la PS1 et elle subit également un clivage de type présénilinase. La PS2 est, 
elle aussi, impliquée dans la production de peptide amyloïde puisque des cellules 
invalidées pour les deux présénilines et complémentées avec la PS2 sauvage sont 
capables de produire le peptide Aβ (Steiner et al., 1999a). 
Cependant, malgré leurs similitudes, les deux présénilines présentent quelques 
différences majeures : 
- PS2 est tout d’abord exprimée plus tardivement que PS1 au cours du 
développement embryonnaire murin (Lee et al., 1996). Il existe par ailleurs deux 
zones promotrices distinctes impliquées dans la régulation de l’expression du 
gène codant pour la PS2 : le premier site, P1, est impliqué dans la transcription 
basale de la PS2 et son activation dépend de Sp1 (Renbaum et al., 2003) ; le second 
site, P2, contient des éléments spécifiques de régulation neuronale et deux sites de 
liaison à Egr-1, un facteur de transcription impliqué dans les processus 
d’apprentissage et de plasticité synaptique. 
- La PS2 est peu exprimée dans le cerveau mais l’est surtout dans les tissus 
périphériques. 
- L’invalidation de la PS2 n’est pas létale (Herreman et al., 1999; Steiner et al., 
1999a). Cependant, le phénotype lié à l’invalidation de la PS1 est encore plus 
sévère lors de l’invalidation des deux présénilines ce qui suggère une faible 
participation de la PS2 aux fonctions habituellement accomplies par la PS1. 
- Les mutations de la PS2 lui confèrent un phénotype pro-apoptotique tout 
comme les mutations qui affectent la PS1. Par contre, la PS2 sauvage se comporte 
de façon diamétralement opposée à la PS1 sauvage et arbore un phénotype pro-
apoptotique lorsqu’elle est surexprimée (Alves da Costa et al., 2002; Araki et al., 
2000). Cet effet pro-apoptotique est porté par le fragment C-terminal résultant de 
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la coupure présénilinase et ceci indépendamment de sa contrepartie N-terminale 
(Alves da Costa et al., 2003). 
- Peu de fonctions engageant la PS2 ont été étudiées mais l’on peut citer, par 
exemple, son implication dans la régulation du signal calcique dans le muscle 
cardiaque, un tissus dans lequel, elle est très exprimée (Takeda et al., 2005). 
 
9 La nicastrine. 
 
La nicastrine fut isolée par co-immunoprécipitation à partir de cellules 
humaines, et ceci grâce à son interaction avec la préséniline 1 au sein du complexe 
γ-sécrétase (Yu et al., 2000). La nicastrine est une glycoprotéine de type 1, de 709 
acides aminés, comportant une très courte partie intracellulaire et un long 
domaine extracellulaire. Son expression est ubiquitaire. 
 
Du point de vue de sa localisation subcellulaire, la nicastrine se retrouve sous 
sa forme immature (100kD) dans le réticulum endoplasmique et les 
compartiments intermédiaires. Elle est glycosylée dans l’appareil de Golgi puis 
sialylée durant son transport dans le réseau trans-golgien. La forme mature est 
retrouvée à la membrane plasmique, dans la mitochondrie ainsi que dans la 
membrane lysosomale. 
Les modifications post-traductionnelles de la nicastrine conditionnent ses 
capacités d’interaction avec les présénilines qui semblent se lier préférentiellement 
à la forme glycosylée de la nicastrine (Yang et al., 2002). Cependant l’inhibition de 
la glycosylation de la nicastrine n’affecte pas l’activité γ-sécrétase (Herreman et al., 
2003). 
L’invalidation de la nicastrine conduit à l’abolition de la signalisation 
NOTCH1 chez le nématode C.elegans comme chez la drosophile (Hu et al., 2002). 
Les embryons de souris invalidés pour la nicastrine meurent au dixième jour 
embryonnaire (Li et al., 2003) et présentent des défauts de segmentation 
somitique, des malformations caudales et des déficits vasculaires qui composent 
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un phénotype semblable à celui observé sur des embryons de souris invalidés 
pour NOTCH1 (Conlon et al., 1995; Donoviel et al., 1999; Huppert et al., 2000). 
L’invalidation de la nicastrine déstabilise le complexe γ-sécrétase et réduit 
drastiquement son activité. 
Au sein du complexe γ-sécrétase, la nicastrine jouerait un rôle essentiel dans la 
reconnaissance des substrats de la γ-sécrétase par l’intermédiaire de son long 
domaine extracellulaire (Shah et al., 2005). 
 
9 Aph-1 (Anterior Pharynx defective-1). 
 
Aph-1 est une protéine d’environ 30 kDa identifiée en 2002 par criblage 
génétique pour des mutants de la voie de signalisation NOTCH (« NOTCH-
defective ») chez le nématode C.elegans (Francis et al., 2002). Elle possède 7 
domaines transmembranaires et tient son nom du phénotype observé lorsqu’elle 
est absente chez C.elegans. C’est une protéine très conservée dans l’évolution ; 
chez l’Homme, il en existe deux homologues: Aph-1a et Aph-1b, portés 
respectivement par le chromosome 1 et le chromosome 15. Aph-1a peut générer 
deux isoformes par épissage alternatif : Aph-1aL (Long) et Aph-1aS (Short) qui ont 
un profil d’expression ubiquiste même si Aph-1aS semble être l’isoforme 
prépondérante. Aph1b est, elle, préférentiellement exprimée dans le cerveau. En 
2005, un nouveau variant d’épissage d’Aph-1b a été identifié qui présente une 
délétion de l’exon 4 qui code pour le quatrième segment transmembranaire (Saito 
et al., 2005a). Ce segment contient un motif GXXXG très conservé qui semble être 
impliqué dans l’assemblage mais également dans l’activité du complexe γ-
sécrétase (Lee et al., 2004). La délétion de ce segment entraîne une modification 
conformationnelle très importante et ce variant semble moins stable. Chez les 
rongeurs, il existe un autre gène codant pour une forme d’Aph-1, Aph-1c, qui est 
en fait une duplication du gène codant pour Aph1-b (Hebert et al., 2004). Le rôle 
des différents types d’Aph-1 au sein du complexe γ-sécrétase n’est pas encore 
clairement connu. 
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L’invalidation des gènes codant pour les différentes formes d’Aph-1 a été 
réalisée sur des modèles animaux : l’invalidation d’Aph-1b, Aph-1c ou des deux 
concomitamment crée des animaux viables, fertiles et qui présentent une baisse de 
la production de peptide amyloïde dans certaines aires cérébrales. L’invalidation 
de Aph-1a, par contre, se traduit par un phénotype proche de celui observé dans 
le cas d’une invalidation de NOTCH (Huppert et al., 2000) avec une mort des 
embryons au dixième jour de développement. La protéine Aph-1a est donc la 
forme préférentiellement impliquée au cours du développement embryonnaire 
(Ma et al., 2005). L’invalidation de l’une des isoformes d’Aph-1 ne semble pas 
avoir d’influence sur l’expression des autres (Saito and Araki, 2005). 
 
9 Pen-2 (Presenilin enhancer-2). 
 
Comme Aph-1, Pen-2 a été identifié en 2002 par criblage génétique (Francis et 
al., 2002). C’est une petite protéine de 12kDa, exprimée de façon ubiquitaire, qui 
comporte deux domaines transmembranaires, une boucle cytosolique et les 
extrémités N- et C-terminales orientées vers le compartiment luminal. En ce qui 
concerne la régulation de Pen-2, le rôle de CREB a été mis en évidence en 2005, 
mais la connaissance plus approfondie de son promoteur montre qu’il contient des 
sites de liaison supposés à différents facteurs tels que : AP-1, ATF-6, C-Rel et HIF-
1. Le gène codant pour Pen-2 se situe sur le chromosome 19. Plusieurs études ont 
été menées afin de déterminer l’implication de mutations de Pen-2 dans la 
maladie. Une étude publiée en 2004 sur une cohorte de patients américains (789) a 
conclu qu’aucune corrélation ne pouvait être faite entre les mutations de Pen-2 et 
apparition de la maladie (Bertram et al., 2004). Une autre étude, publiée en 2007, 
menée sur une cohorte de 947 patients chinois est arrivée à la même conclusion 
(Jia et al., 2007). Cependant, un cas de mutation de Pen-2 (D90N) a été identifié 
chez un patient atteint de forme familiale de la maladie en 2005 (Sala Frigerio et 
al., 2005), selon cette même étude, la mutation n’a pourtant pas d’effet sur le 
métabolisme de la βAPP bien que située dans une zone critique pour l’interaction 
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avec les autres protéines du complexe γ-sécrétase. Cette interaction se fait par 
l’intermédiaire de l’extrémité C-terminale qui comporte un motif DYLSF (acides 
aminés 90 à 94) très conservé dans l’évolution (Hasegawa et al., 2004). 
 
Les fonctions de Pen-2 ont été peu étudiées, les recherches, limitées, portent 
essentiellement sur le rôle de Pen-2 dans le complexe γ-sécrétase : l’invalidation de 
Pen-2 par ARN interférence se traduit par une baisse de la maturation de la 
nicastrine et des présénilines, une baisse drastique de l’activité γ-sécrétase (Steiner 
et al., 2002; Takasugi et al., 2003). En 2006, Campbell et collaborateurs ont montré 
que l’invalidation de Pen-2 chez le poisson zèbre provoque un phénotype de type 
NOTCH ainsi qu’une apoptose massive dépendante de p53 (Campbell et al., 2006). 
De plus, ce même groupe a montré que la complémentation avec la protéine Pen-2 
entière pouvait rétablir un phénotype normal, ce que Pen-2 amputé de sa boucle 
cytosolique est incapable de faire. Ces données suggèrent un rôle anti-apoptotique 
de la boucle cytosolique (Zetterberg et al., 2006). De même, Julie Dunys a montré, 
au laboratoire, que Pen-2 (comme Aph-1) est porteuse d’un phénotype anti-
apoptotique dépendant de p53, de l’intégrité du complexe γ-sécrétase mais pas de 
son activité protéolytique (Dunys et al., 2007). 
 
e. Les « cofacteurs » du complexe γ-sécrétase. 
 
Près de quarante protéines capables d’interagir avec les présénilines ont été 
identifiées, parmi lesquelles un petit nombre est susceptible de moduler la 
production de peptide amyloïde.  
Un des « nouveaux membres » du complexe γ-sécrétase est TMP21 (Trans 
Membrane Protein 21). Cette protéine appartient à la famille des p24 cargo qui 
pourraient jouer un rôle dans la régulation du trafic des protéines entre le 
réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Elle a été co-immunoprécipitée 
avec les protéines du complexe γ-sécrétase endogène et est associée avec les 
complexes de haut poids moléculaires (Chen et al., 2006). La surexpression de 
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TMP21 ne module pas les productions de NICD, d’AICD (C50) et d’Aβ. En 
revanche, la déplétion en TMP21 augmente la production d’Aβ sans moduler ni 
AICD (C50), ni NICD. Ces résultats confirment une fois de plus la dichotomie 
entre les activités qui produisent les ICD (clivage epsilon) et l’activité γ-sécrétase 
responsable de la production d’Aβ (clivage gamma).  
Une autre protéine associée au complexe γ-sécrétase est Cd147. Il s’agit d’une 
protéine transmembranaire de type 1 d’environ 50kDa qui possède un court 
domaine intracellulaire (40 résidus) et un large domaine extracellulaire. Le mode 
d’interaction de CD147 avec le complexe γ-sécrétase n’est pas encore clarifié. 
Comme pour TMP21, la surexpression de CD147 ne modifie pas la production 
d’Aβ. Par contre, la réduction de l’expression de CD147 par ARN interférence 
augmente la production d’Aβ (Zhou et al., 2005). Les effets de CD147 sur la 
production des ICD restent à déterminer. 
D’autres protéines qui interagissent avec le complexe γ-sécrétase et qui 
modulent la production d’Aβ semblent agir sur le trafic du complexe ou de ses 
substrats plutôt que sur l’activité enzymatique elle-même (Verdile et al., 2007). 
 
f. Hétérogénéité des complexes γ-sécrétase. 
 
Sachant qu’il existe deux isoformes d’Aph-1a et d’Aph-1b ainsi que deux 
présénilines, le nombre de complexes qui peuvent être formés, en considérant 
qu’un seul exemplaire des quatre protéines essentielles est retrouvé dans la γ-
sécrétase active, est égal à six. Ce chiffre est, bien entendu, obtenu en réfléchissant 
d’un strict point de vue mathématique, en ne tenant pas compte des « cofacteurs ». 
Si ces six types de complexes sont réellement formés et sont fonctionnels 
(Shirotani et al., 2007), il est fort probable qu’un nombre bien plus élevé de 
complexes soit effectivement formés, en associant les quatre partenaires de base à 
des sous-unités régulatrices. En effet, le complexe γ-sécrétase actif est retrouvé à 
des poids moléculaires de 250 (pour les plus faibles), 600 et même 2000 kDa 
(Farmery et al., 2003; Kimberly and Wolfe, 2003; Li et al., 2000a; Nyabi et al., 2003; 
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Takasugi et al., 2002; Yu et al., 1998) soit des tailles supérieures à la somme 
algébrique des quatre partenaires (environ 200 kDa). 
 
 
3. Une activité γ-sécrétase indépendante des PS ? 
 
Alors qu’un consensus semblait se dégager, faisant des présénilines le site 
catalytique de la γ-sécrétase, des études mettant en évidence une production de 
peptides amyloïdes en absence des présénilines ont commencé à être publiées. 
En 2001, Marianna Armogida, au laboratoire, a pu observer la présence d’Aβ, 
produit à partir de la βAPP endogène, dans le milieu intracellulaire ainsi que dans 
le milieu de sécrétion de cellules dépourvues de la PS1 et de la PS2 (Armogida et 
al., 2001). En revanche, dans ce modèle, la production de NICD était bien abolie 
par l’invalidation des deux présénilines. 
Ces résultats ont été confirmés, en 2002, lorsque Wilson et collaborateurs ont 
pu mettre en évidence une production d’Aβ40 et 42 dans des cultures primaires de 
neurones corticaux dans lesquels les gènes codant pour les présénilines sont 
invalidés. De plus, ils ont montré que si la production d’Aβ40 et 42 sécrétée est 
bien réduite en l’absence des présénilines, la production intracellulaire d’Aβ42 
n’est, elle, pas affectée (Wilson et al., 2002).  
En 2004, l’équipe de Jie Shen apporte une confirmation in vivo des précédents 
résultats. En effet, ils ont constaté une réduction drastique de la production d’Aβ 
total dans les cerveaux de souris invalidées de façon conditionnelle pour la PS1 
(sur un fond génétique PS2-/-). Cependant, une faible quantité d’Aβ42 demeure 
produite dans le cerveau de ces animaux, ce fût la preuve d’une production in vivo 
d’Aβ par une activité γ-sécrétase indépendante des présénilines (Beglopoulos et 
al., 2004). 
En 2006, Lai et collaborateurs ont entrepris de mieux caractériser l’activité γ-
sécrétase indépendante des présénilines qui génère l’Aβ42 intracellulaire. Ils ont 
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pu apporter les preuves biochimiques de l’existence d’une aspartyl protéase qui 
produit l’Aβ42 indépendamment des présénilines (Lai et al., 2006). 
Ces études étaient toutes axées sur la production d’Aβ et délaissaient les 
aspects de production et de transduction du signal transmis par AICD, mais une 
étude a montré une réduction de seulement 55% du signal AICD en l’absence des 
présénilines (Hass and Yankner, 2005). De plus, l’utilisation d’inhibiteurs de γ-
sécrétase dans un système cellulaire contenant les présénilines sauvages n’abolit 
pas non plus totalement le signal AICD (Hass and Yankner, 2005). 
 
 
4. Les limites de la théorie du complexe. 
 
a. Les présénilines portent-elles le site catalytique ? 
 
Le rôle d’enzyme attribué aux présénilines vient de l’identification au cœur des 
domaines transmembranaires 6 et 7 de la PS1 de deux résidus aspartate conservés 
dans l’évolution. En se basant sur cette observation, Wolfe et collaborateurs ont 
postulé que ces résidus sont impliqués dans le site catalytique d’une aspartyl 
protéase (Wolfe et al., 1999b). Les arguments en faveur de cette théorie sont les 
suivants : 
- La mutation des résidus aspartates (D257 et D385) de la PS1 en alanine réduit 
considérablement l’activité γ-sécrétase comme le fait l’invalidation des 
présénilines (Wolfe et al., 1999b). 
- L’activité γ-sécrétase est sensible aux inhibiteurs tels que la pepstatine, un 
inhibiteur d’aspartyl protéase, aux peptides aldéhydes et aux difluorocétones 
connus pour leur capacité à inhiber des protéases à aspartyl, sérine ou cystéine. De 
plus, certains inhibiteurs semblent interagir physiquement avec les présénilines 
(Esler et al., 2000; Li et al., 2000b). 
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- Les présénilines sont présentes dans les préparations de membranes capables 
d’hydrolyser in vitro le substrat recombinant C100 qui contient la séquence de la 
βAPP amputée du sAPPβ (pour s’affranchir de la coupure par la β-sécrétase). 
 
S’il est incontestable que l’absence des présénilines est pour le moins 
catastrophique pour le développement embryonnaire, que leur absence diminue 
grandement l’activité d’hydrolyse de substrats de la γ-sécrétase (comme d’ailleurs 
l’absence de l’un des quatre partenaires), quelques arguments peuvent aisément 
contredire cette théorie : 
- Les aspartyl protéases nécessitent que l’un des résidus aspartate du couple 
catalytique soit sous une forme déprotonée tandis que l’autre est protoné. Aussi 
leur pH de fonctionnement optimal est autour de 4 puisque à ce pH, 50 % des 
résidus aspartate se trouvent sous leur forme –COOH et les 50 autres % sous leur 
forme -COO-. 
Si l’on prend l’exemple de la production de peptide amyloïde, tôt dans le 
réticulum endoplasmique, alors les conditions de pH sont propices au bon 
fonctionnement d’une aspartyl protéase. Mais, dans le cas du clivage de NOTCH 
qui a lieu exclusivement à la membrane plasmique après liaison avec son ligand 
(Schroeter et al., 1998), les conditions environnementales ne sont plus remplies. 
Nous avons là un paradoxe spatial ! 
- L’effet des mutations des aspartates D257 et D385, lui-même, est discuté. 
Ainsi, des études contredisent les premiers résultats en affirmant que la mutation 
du résidu 257 n’induit aucun changement dans la production de peptide amyloïde 
(Capell et al., 2000; Kim et al., 2001). Or lorsqu’un seul des résidus aspartates 
d’une aspartyl protéase est muté, l’activité de cette protéase est tout simplement 
abolie. De façon encore plus claire, une autre étude montre que les simples 
mutations D257A, D385A ou la double mutation D257A/D385A ne modulent pas 
la production de peptide amyloïde, mais bloquent l’adressage de la βAPP à la 
membrane (Kim et al., 2001). 
 - 37 - 
 
- La mutation en alanine du résidu glycine 384, juste avant l’aspartate 385 du 
site catalytique, provoque une augmentation extrêmement importante de la 
production de peptide amyloïde, quand les mutations en aspartate ou en lysine 
entraînent des phénotypes semblables à la mutation D385A (Steiner et al., 2000). 
L’interrogation qui en découle est la suivante : comment un résidu qui n’est à 
priori pas impliqué dans la catalyse peut avoir des effets si drastiques sur l’activité 
enzymatique ? La réponse est plutôt à rechercher dans des effets sur la structure 
même de la protéine. 
- Des expériences utilisant la technique de microscopie FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfert) ont permis la mise en évidence d’effets des 
mutations naturelles et artificielles sur la structure des présénilines. Brièvement, le 
concept est le suivant : un fluorophore donneur et un fluorophore accepteur sont 
greffés aux deux extrémités de la protéine, la technique permettant de mesurer la 
distance qui les sépare. Les mutations naturelles des présénilines conduisent à une 
réduction de la distance entre les fluorophores ce qui est interprété comme une 
structure resserrée de la protéine. Dans le cas des présénilines arborant les 
mutations des résidus aspartates, l’analyse révèle que la protéine se comporte 
comme un contrôle négatif, c'est-à-dire que la distance entre les fluorophores est 
telle qu’elle ne peut être mesurée. Aussi, il est aisé de conclure que la mutation des 
aspartates ne détruit pas réellement un « site catalytique », mais plutôt déstabilise 
les présénilines (Berezovska et al., 2005). 
 
b. Une ou plusieurs γ-sécrétase ? 
 
L’activité γ-sécrétase est responsable, d’après la bibliographie, du clivage d’au 
moins une cinquantaine de substrats (Beel and Sanders, 2008). Toutes ces clivages 
ont, au départ, été mises sur le compte d’une seule et unique protéase, la γ-
sécrétase, suite aux observations suivantes : 
 - La mutation des résidus aspartates des présénilines abolit la production d’Aβ 
et de NICD (Wolfe et al., 1999b). 
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- La déficience en PS1 et PS2 inhibe non seulement la production de NICD mais 
également la production d’Aβ (De Strooper et al., 1999; De Strooper et al., 1998). 
- Ces résultats ont été confirmés in vivo, sur des modèles de souris invalidées 
pour les deux présénilines qui présentent un phénotype identique à celui lié à une 
invalidation de NOTCH. 
- Des inhibiteurs comme le L-685-458 et le MDL28170, mis au point pour 
bloquer l’activité γ-sécrétase, ont démontré leur efficacité sur la production d’Aβ 
comme de NICD.  
 
Cependant, ces résultats peuvent être discutés, puisque depuis ces 
observations, de nombreuses publications ont pu mettre en évidence des activités 
dépendantes et indépendantes des présénilines ainsi que des régulations 
différentes de clivages pourtant imputés à la γ-sécrétase. 
- Il existe une production d’Aβ40 et Aβ42 dans un système dépourvu de 
présénilines (Armogida et al., 2001; Wilson et al., 2003; Wilson et al., 2002). 
- Il est possible de discriminer les activités enzymatiques clivant NOTCH et la 
βAPP en utilisant des composés qui bloquent la production d’Aβ sans affecter la 
production de NICD (Petit et al., 2001). 
- Les activités qui produisent Aβ et NICD sont mutuellement 
exclusives puisqu’il n’est pas possible de diminuer la production de NICD en 
surexprimant la βAPP (Petit et al., 2002). 
- Certaines mutations des présénilines ont des effets opposés sur les clivages ε-
sécrétase et γ-sécrétase tant sur NOTCH que sur βAPP ; par exemple, les 
mutations L392V, G206A, ΔE9 et L286V sur la PS1 diminuent la production 
d’AICD comme de NICD tout en ayant un effet potentialisant sur la production 
d’Aβ42 (Chen et al., 2002; Kulic et al., 2000). 
- L’utilisation de composés, comme le Gleevec (Imatinib) ou les anti-
inflammatoires non stéroïdiens, permet de réduire la production de peptide 
amyloïde sans inhiber la production des ICD (Netzer et al., 2003; Weggen et al., 
2001; Weggen et al., 2003). 
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D’après l’ensemble de ces données, il est probable qu’il existe au moins deux 
groupes d’activités enzymatiques de type « γ-sécrétase » : l’un dépendant et 
l’autre indépendant des présénilines. 
 
En ce qui concerne la γ-sécrétase dépendante des présénilines, il est permis de 
spéculer sur l’existence de « plusieurs activités » qui seraient portées par des 
complexes différents, sachant qu’il en existe au moins six caractérisés et 
fonctionnels (Shirotani et al., 2007). Ainsi, ces différents complexes, associés à des 
sous-unités régulatrices, pourraient hydrolyser une grande variété de substrats. 
 
c. La γ-sécrétase est-elle la présénilinase ? 
 
Un nombre important d’arguments comprenant des approches par 
mutagénèse dirigée et pharmacologiques a amené aux conclusions suivantes : 
- La présénilinase est une aspartyl protéase comme la γ-sécrétase puisque son 
activité étant fortement affectée par des inhibiteurs de cette classe d’enzyme. 
- L’activité catalytique est portée par les présénilines elles-mêmes car la 
mutation des aspartates abolit non seulement la maturation des présénilines mais 
également l’activité γ-sécrétase (Wolfe et al., 1999b).  
- Le clivage est intramoléculaire et auto-catalytique. En effet, la co-expression 
de présénilines sauvages et de présénilines mutées sur leurs résidus aspartate ne 
permet pas d’observer une hydrolyse en « trans » (Brunkan et al., 2005). 
- La présénilinase est la γ-sécrétase puisque des inhibiteurs qui interagissent 
avec les présénilines sont capables de bloquer leur maturation mais également leur 
activité de type γ-sécrétase (Beher et al., 2001). 
 
A la lecture de ces arguments, tout semble limpide ! Cependant, chacun d’entre 
eux peut être méthodiquement contredit par le type même d’expérience qui lui a 
permis d’exister. 
 - 40 - 
 
- Ainsi, les présénilines mutées sur les résidus aspartates sont complètement 
déstabilisées (Berezovska et al., 2005). Ceci pourrait expliquer l’inaccessibilité de la 
protéine mutée pour la présénilinase. De plus, certaines mutations sur les 
présénilines comme, par exemple, la mutation G384A sur PS1 n’affecte pas sa 
maturation mais module l’activité γ-sécrétase. A l’inverse, les mutations G384P ou 
G384I n’affectent pas la maturation mais abolissent l’activité γ-sécrétase et les 
mutations G384K ou G384D diminuent drastiquement les deux activités (Steiner et 
al., 2000). 
- Par ailleurs, les activités présénilinase et γ-sécrétase ont beau être toutes deux, 
à priori, des activités aspartyl protéases, elles présentent, néanmoins, des 
sensibilités différentes aux inhibiteurs tels que la pepstatine. De plus, parmi les 
inhibiteurs de γ-sécrétase qui interagissent physiquement avec les présénilines, 
tous ne sont pas capables de bloquer l’activité présénilinase et l’activité γ-sécrétase 
en même temps (Beher et al., 2001). 
 
In fine, il a peut être été occulté, la possibilité que l’activité responsable de la 
maturation des présénilines soit portée par une protéine associée au complexe ou 
par une protéase totalement indépendante de celui-ci. 
 
 
C. Biologie du peptide amyloïde. 
 
1. Production. 
 
Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, le peptide amyloïde est 
produit par l’action successive de la β- et de la γ-sécrétase. Cependant le clivage γ-
sécrétase conditionne la nature C-terminale des peptides amyloïdes. En effet, ce 
n’est pas un mais bien plusieurs types de peptides qui sont produits : ces 
différents Aβ peuvent ainsi comporter de 36 à 43 acides aminés ou moins si l’on 
considère les formes tronquées issues des clivages en 17 par l’α-sécrétase ou en 11 
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par la β-sécrétase (numérotation basée sur Aβ). Malgré tout, les deux formes 
principales de peptides débutant en 1 sont Aβ1-40 (90%) et Aβ1-42 (10%), les 
autres formes étant très minoritaires. 
 
 
2. Modifications du peptide amyloïde. 
 
a. Troncations N-terminales. 
 
Les formes tronquées d’Aβ sont retrouvées au sein des plaques séniles dans les 
cerveaux de patients souffrant de maladie la d’Alzheimer aussi bien dans les cas 
sporadiques que dans les cas de formes familiales de la maladie particulièrement 
quand ces cas mettent en jeu des mutations sur la préséniline 1 (Russo et al., 1997; 
Saido et al., 1996; Tekirian et al., 1998). 
En 1992, une première étude mettait en évidence la présence d’une forme 
tronquée de peptide amyloïde débutant en 3 dans des dépôts amyloïdes prélevés 
sur des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Mori et al., 1992). 
En 1994, d’autres formes tronquées d’Aβ ont été détectées dans des cerveaux de 
patients malades : des peptides débutant en 2, 3, 4, 6, 8 et 11 et terminant en 40 ou 
42. Cependant, parmi ces formes, les principales sont les peptides Aβ 3-x et 11-x. 
Dans les cerveaux de patients sains, ce sont essentiellement des formes intactes et 
la forme débutant en 11 qui étaient retrouvées (Naslund et al., 1994). Depuis, une 
autre forme, débutant en 5, a été identifiée dans le cerveau de patients malades 
(Takeda et al., 2004).  
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9 Cas particulier des formes des Aβ11-x et 17-x. 
 
- Le cas 11-x. 
 
Le peptide Aβ11-x est une forme tronquée en N-terminal produite 
directement, suite à l’action de la β-sécrétase. Si la présence de ces formes dans les 
dépôts amyloïdes est clairement établie et bien documentée (Russo et al., 2000), la 
façon dont elles sont générées à partir de la βAPP est peu connue. 
In vitro, la β-sécrétase est capable de couper la βAPP, non seulement en 1, mais 
également entre les 10 et 11èmes résidus de la séquence Aβ (Vassar et al., 1999). 
Cependant, le mécanisme précis est inconnu : est-ce un clivage alternatif ou un 
clivage supplémentaire ? Des expériences ont montré que la coupure en 11 est très 
nettement augmentée quand BACE1 est surexprimée (Liu et al., 2002). D’après Liu 
et collaborateurs, ce sont deux événements qui coexistent : BACE1 clive la βAPP 
en 1 et en 11 mais le fragment C99 issu de la première coupure est encore substrat 
de BACE1 pour produire le fragment C89. Il semble que les formes 11-x soient 
produites physiologiquement (Liu et al., 2002), cependant, peu de choses sont 
connues sur leurs effets. Ces espèces d’Aβ sont toujours susceptibles de former des 
fibrilles, car elles contiennent le domaine requis (les résidus 8 à 16 sont impliqués 
dans la liaison au cuivre) (Serpell, 2000; Serpell et al., 2000). Comme toutes les 
formes tronquées, elles sont plus hydrophobes et donc plus promptes à s’agréger 
(Pike et al., 1995).  
 
- Le cas 17-x (p3). 
 
De même que les Aβ11-x, les Aβ17-x sont produits directement suite aux 
clivages successifs par l’α- et la γ-sécrétase. Ces formes, sous-produits de la voie 
non amyloïdogène, ne seraient pas dénuées de toxicité, bien que cela demeure 
controversé. Des études physico-chimiques ont montré que ces peptides 
présentent une forte hydrophobicité à leur extrémité N-terminale. Considérant la 
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forte hydrophobicité de l’extrémité C-terminale du peptide Aβ, il a été postulé que 
les Aβ17-x devaient présenter une cinétique d’agrégation accélérée. De façon plus 
précise, l’entité principalement impliquée est Aβ17-42. En effet, chez certaines 
espèces (chiens, ours polaires), comme chez les patients non déments, qui ne 
présentent pas d’accumulation des formes Aβ x-40 (Tekirian et al., 1998), il existe 
un marquage Aβ17-x que l’ont peut donc logiquement attribuer à la forme Aβ17-
42. Ces peptides se retrouvent au sein d’agrégats, les plaques diffuses (Lalowski et 
al., 1996) où ils sont la forme d’Aβ la plus abondante. 
Le peptide Aβ17-x a été colocalisé avec les paires de filaments hélicoïdaux dans 
les dégénérescences neurofibrillaires (NFT), bien que son rôle n’y ait pas été 
clairement identifié. Aussi, la détection des Aβ17-x au sein d’agrégats et associés 
au NFT tendrait à leurs attribuer un rôle toxique. 
A l’inverse, une présence des fragments Aβ17-x dans les dépôts non fibrillaires, 
en grande quantité en absence de plaques séniles matures et le fait qu’ils soient 
dépourvus d’une région essentielle pour le recrutement de la glie (Velazquez et 
al., 1997) tendrait à leurs attribuer plutôt un rôle protecteur (ou en tout cas non 
toxique). Cette hypothèse n’est pas évidente à confirmer dans la mesure où les 
peptides 17-x sont assez difficiles d’emploi en raison d’une très faible solubilité 
dans n’importe quel tampon aqueux. L’utilisation de DSMO, dans lequel 17-40 est 
très soluble, rend l’interprétation des résultats difficile car le DSMO en lui-même 
est pro-apoptotique (Marthyn et al., 1998). 
 
9 Dégradation par des aminopeptidases. 
 
L’implication d’aminopeptidases dans les phénomènes de dégradation des 
peptides amyloïdes a été soupçonnée lorsque l’analyse des dépôts amyloïdes a 
permis l’identification de formes tronquées d’Aβ qui ne pouvaient pas découler 
directement de l’action de l’α- ou de la β-sécrétase. En effet, l’apparition des 
formes tronquées débutant en position 3 n’est pas liée à une maturation normale 
de la βAPP (Shirotani et al., 2002). 
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Parmi les aminopeptidases hypothétiquement impliquées pourrait se trouver, 
en premier lieu, l’aminopeptidase A (APA). En effet, le premier résidu d’Aβ est un 
acide aspartique qui, comme l’acide glutamique, est substrat de l’APA.  
Le rôle principal de l’APA est la dégradation de l’angiotensine II en 
angiotensine III par l’élimination d’un résidu aspartate. L’APA est une protéine 
transmembranaire de type II (160 kDa), porteuse d’une activité ectopeptidasique 
de type zinc-métalloprotéase. Elle est exprimée dans de nombreux tissus dont, 
essentiellement, la bordure en brosse de l’épithélium intestinal, les cellules 
épithéliales rénales, l’endothélium vasculaire et le cerveau (Zini et al., 1997). 
L’APA pourrait être un candidat pour la transformation des formes d’Aβ1-x en 2-
x. 
 
L’excision du deuxième résidu, une alanine, conduit à la formation des Aβ3-x. 
Les formes Aβ3-40 et 3-42 représente à elles deux 51% des formes totales d’Aβ au 
sein des plaques séniles et 11% des espèces contenues dans les dépôts amyloïdes 
vasculaires (Kuo et al., 1997).  
 
L’alanyl-aminopeptidase sensible à la puromycine est, quand à elle, fortement 
suractivée dans le cerveau de patients atteints d’Alzheimer (Minnasch et al., 2003). 
Cette aminopeptidase impliquée dans la maturation d’épitopes associés au 
complexe majeure d’histocompatibilité de type I, avait été, à l’origine, pressentie 
dans le rôle de β-sécrétase (Huber et al., 1999). A l’heure actuelle, son rôle dans la 
pathologie n’est pas encore clairement identifié, mais elle est soupçonnée de 
participer au métabolisme du peptide amyloïde dans le cerveau des patients 
malades. 
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b. Cyclisation. 
 
Les séquences des formes d’Aβ3-x et 11-x, présentées dans les paragraphes 
précédents, débutent par un acide glutamique qui présente la particularité de 
subir une cyclisation intramoléculaire grâce à l’action d’une glutaminyl-cyclase 
(QC) (Cynis et al., 2008) ce qui le transforme en pyroglutamate (pE). 
Les formes 3-x et 11-x n’existent, en fait, pas autrement que sous forme de 
(pE)3-x et (pE)11-x, la cyclisation leur conférant une résistance à la dégradation 
par les aminopeptidases (Saido et al., 1995). Dans le cas des formes (pE)3-x, la 
perte des deux premiers résidus de la séquence modifie les propriétés 
physicochimiques des Aβ(pE)3-x qui acquièrent une plus grande hydrophobicité 
et une capacité d’agrégation accrue (Russo et al., 2002b). 
De façon intéressante, les formes cyclisées d’Aβ requièrent l’action de la 
néprilysine pour être dégradées, protéase dont l’expression et l’activité sont 
justement diminuées dans le cerveau de patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer (Yasojima et al., 2001a). 
 
c. Racémisation et isomérisation. 
 
Certains résidus, particulièrement les Asp 1 et 7, sont sujets à racémisation et 
isomérisation (Russo et al., 1997). Au sein des plaques séniles, les formes 
isomérisées d’Aβ se trouvent au cœur de l’agrégat (supposé logiquement d’être 
formé en premier) et sont souvent entourées de formes non-isomérisées d’Aβ 
(déposées plus tardivement). Ces modifications sont probablement liées au seul 
vieillissement des peptides, car, l’implication d’une activité enzymatique 
spécifique n’a pas encore pu être mise en évidence. En ce qui concerne les effets de 
ces modifications, il a été montré, par exemple, que l’isomérisation du résidu 
aspartate en position 7 est cruciale pour l’activation du complément. 
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d. Oligomérisations. 
 
L’oligomérisation est l’une des principales modifications des peptides Aβ après 
production ; d’après Kuo et collaborateurs, les formes oligomériques 
représenteraient près de 45% des espèces d’Aβ (Kuo et al., 1996). Parmi les 
oligomères extraits des dépôts amyloïdes vasculaires et des plaques séniles, une 
partie est constituée d’assemblages, dimériques ou trimériques, de peptides 
amyloïdes reliés par une liaison covalente entre leurs résidus tyrosine en position 
10 (Atwood et al., 2002). Ces liaisons covalentes tyrosine-tyrosine sont très 
résistantes à la protéolyse et augmentent la stabilité des plaques formées. 
In vitro, cette oligomérisation par l’intermédiaire de la tyrosine 10 est 
directement induite par les phénomènes d’oxydation et plus précisément par 
l’action du cuivre. Il est intéressant de noter que les phénomènes d’oxydation 
induits par le cuivre sont sans effets sur le peptide Aβ de rat qui ne possède pas de 
tyrosine (Atwood et al., 2004). 
 
 
3. Dégradation et élimination des peptides amyloïdes. 
 
a. Les différents enzymes impliqués. 
 
Le peptide Aβ est continuellement produit et dégradé et reste à des seuils 
physiologiques grâce à un équilibre dynamique entre production et dégradation. 
Un certain nombre d’enzymes impliqués dans ces processus de dégradation ont 
été décrits. L’ensemble des clivages que subit l’Aβ après sa production est résumé 
à la fin de cette partie par la figure 5. 
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9 La néprilysine. 
 
La néprilysine (NEP) est une protéine de 97 kDa, transmembranaire de type II 
qui est également connue sous les noms suivants : neutral endopeptidase, CALLA, 
enképhalinase ou EC 3.4.24.11. Elle possède un court domaine intracellulaire et un 
large domaine extracellulaire qui porte le site actif de l’enzyme. 
Il s’agit d’une zinc-métalloprotéase qui clive préférentiellement les peptides 
circulants d’une taille inférieure à 5 kDa. Elle est impliquée dans l’inactivation de 
nombreux peptides biologiquement actifs, comme la substance P, les endorphines, 
les enképhalines et la neurotensine. 
La NEP est codée par un gène, composé de vingt-quatre exons, porté par le 
chromosome 3. Ce gène produit un transcrit qui peut subir quatre types 
d’épissages alternatifs selon le tissu considéré. 
En 1995, une première étude met en évidence l’hydrolyse d’Aβ40 synthétique 
par la NEP in vitro (Howell et al., 1995). Quelques années plus tard, une autre 
étude confirme les résultats in vitro et démontre l’implication de la NEP dans la 
dégradation d’Aβ in vivo ; les auteurs montrent que du peptide Aβ42 injecté dans 
le cerveau de rats est dégradé et que la dégradation d’Aβ42 endogène est abolie 
par un traitement au thiorphan (Iwata et al., 2000). Cette étude montre également 
que la NEP semble être bien plus impliquée dans la dégradation de l’Aβ42 que de 
l’Aβ40. 
Par la suite, la même équipe a démontré que des souris dont le gène codant 
pour la NEP a été invalidé, présentent une augmentation des dépôts d’Aβ40 et 42 
(Iwata et al., 2001). A l’inverse, la surexpression de la NEP, dans le cerveau de 
souris transgéniques modèles de la maladie d’Alzheimer, se traduit par une baisse 
significative des dépôts amyloïdes (Iwata et al., 2004; Marr et al., 2003). 
 
L’expression de la NEP est réduite au cours du vieillissement et dans certaines 
zones classiquement atteintes dans la maladie d’Alzheimer, comme l’hippocampe, 
cette baisse atteint 50% et, est corrélée avec une augmentation des plaques séniles 
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(Yasojima et al., 2001a; Yasojima et al., 2001b). D’après les auteurs, cette baisse de 
l’expression pourrait être une étape clef dans la séquence d’événements qui 
conduit à l’apparition des formes sporadiques de la maladie. 
 
A l’inverse, une régulation positive de la NEP par le fragment AICD (C50), issu 
du clivage epsilon de la βAPP a été mis en évidence (Pardossi-Piquard et al., 2005). 
Il a également été montré que le peptide Aβ42 est capable d’induire une 
augmentation de l’expression et de l’activité de la NEP (Mohajeri et al., 2002), ce 
qui pourrait être un moyen pour la cellule de limiter la formation des plaques 
amyloïdes. 
 
9 L’Endothelin Converting Enzyme (ECE). 
 
L’ECE est une métalloprotéase de 120 kDa dont le site catalytique est 
extracellulaire. Elle se distingue cependant de la NEP par au moins deux points : 
elle est active sous forme dimérique et n’est sensible qu’au phosphoramidon, 
contrairement à la NEP qui, elle, est également sensible au thiorphan (Turner and 
Tanzawa, 1997). Initialement, l’ECE a été décrite dans le rôle de conversion de 
l’endothéline inactive en endothéline active. La substance P, la bradykinine, la 
neurotensine ont ensuite été ajoutées à la liste de ses substrats. 
 Les premiers résultats concernant l’hydrolyse de l’Aβ par l’ECE ont été 
obtenus dans des expériences de surexpression : le milieu extracellulaire de 
cellules CHO transfectées avec un vecteur codant pour L’ECE contient nettement 
moins d’Aβ40 et 42 que le milieu extracellulaire de cellules transfectées avec un 
vecteur vide (Eckman et al., 2001). Ces résultats ont ensuite été confirmés in 
vivo puisque des souris invalidées pour l’ECE présentent une accumulation accrue 
d’Aβ40 et 42 par rapport aux souris sauvages (Eckman et al., 2003).  
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9 L’Insulin Degrading Enzyme (IDE). 
 
L’IDE, ou insulinase, est une protéase à thiol de 120 kDa exprimée de façon 
ubiquiste. Elle est essentiellement cytosolique ou à l’intérieur des peroxysomes 
contrairement à la NEP et l’ECE. Il semble qu’elle reconnaisse ses substrats grâce à 
leur structure secondaire en feuillet β parmi lesquels on peut citer l’insuline, le 
glucagon et l’amyline. 
La première implication de l’IDE dans la dégradation d’Aβ date de 1994. En 
effet, un groupe a pu montrer l’hydrolyse d’Aβ synthétique par de l’IDE purifiée 
in vitro (Kurochkin and Goto, 1994). Ces résultats sont confirmés par une autre 
équipe qui montre que des extraits de cerveaux humains sont capables 
d’hydrolyser du peptide amyloïde synthétique et que cette hydrolyse peut être 
directement imputée à l’IDE car elle est inhibée par l’ajout d’une quantité 
saturante d’insuline ou par l’utilisation d’anticorps dirigées contre l’IDE 
(McDermott and Gibson, 1997). Une autre série d’expériences basées sur les 
mêmes protocoles a montré que des extraits de cerveaux de patients atteints de la 
maladie d’Alzheimer présentent une capacité de dégradation de l’Aβ synthétique 
diminuée de près de 50% par rapport à des extraits de cerveaux provenant de 
patients sains (Perez et al., 2000). 
D’autres études se sont ensuite intéressées au type d’Aβ substrat de l’IDE. 
L’équipe de D. Selkoe a, par exemple, montré que l’IDE participe à la dégradation 
de l’Aβ extracellulaire. L’enzyme étant essentiellement cytosolique, ils supposent 
qu’il peut exister une sécrétion d’IDE (Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000). Une 
autre équipe s’est intéressée à la dégradation de l’Aβ intracellulaire. Lors de leurs 
expériences, Sudoh et collaborateurs ont distingué deux fractions d’Aβ, l’une 
soluble dans les vésicules golgiennes et l’autre insoluble associée aux membranes. 
Leurs résultats montrent que l’Aβ présent dans l’une et l’autre des fractions est 
hydrolysables par une activité enzymatique sensible aux inhibiteurs de protéases à 
thiol mais très peu sensible au thiorphan et au phosphoramidon. Ils montrent, 
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dans un second temps, que la surexpression de l’IDE réduit autant l’Aβ soluble 
que l’Aβ insoluble. Cependant, de façon surprenante, la surexpression de la NEP 
se traduit par une baisse de l’Aβ insoluble, associé aux membranes. En conclusion, 
Sudoh et collaborateurs ont montré que L’IDE est l’enzyme majoritairement 
impliqué dans la dégradation de l’Aβ intracellulaire soluble comme insoluble alors 
que la NEP est principalement impliquée dans la dégradation de l’Aβ insoluble 
associé aux membranes (en conformité avec la localisation de l’enzyme) (Sudoh et 
al., 2002). 
L’implication de l’IDE dans la maladie d’Alzheimer a été confirmée par des 
études plus récentes qui ont mis en lumière le rôle de facteur aggravant du 
polymorphisme de l’IDE uniquement en association avec le génotype ApoE4 (qui 
est déjà en lui-même un facteur prédisposant) (Bian et al., 2004). 
Comme dans le cas de la NEP, l’expression de l’IDE baisse fortement au cours 
du vieillissement et son niveau d’expression est inversement corrélé au nombre de 
plaques séniles (Caccamo et al., 2005). 
 
9 L’Angiotensin Converting Enzyme (ACE). 
  
L’action de l’ACE sur le peptide amyloïde a été caractérisée en 2001 : Hu et 
collaborateurs ont mis en évidence un clivage de l’Aβ humain entre les résidus 7 
et 8 (Hu et al., 2001). De plus, dans cette étude, les auteurs ont montré que l’ajout 
d’ACE purifié sur une préparation d’Aβ1-40 synthétique entraine une réduction 
de la formation de fibrilles au même niveau que celle observée dans une 
préparation d’Aβ 8-40 ou d’un mélange de fragments 1-7 et 8-40. Ils montrent 
également que la dégradation de l’Aβ1-40 par l’ACE en réduit la toxicité. 
En 2008, une étude de Sun et collaborateurs sur le même sujet a mené à des 
conclusions différentes : si les auteurs ont bien confirmé le clivage de l’Aβ humain 
et de l’Aβ murin (qui diffèrent par leurs résidus 5, 10 et 13) par les formes murines 
et humaines de l’ACE, ils n’ont, en revanche, pas confirmé l’existence du clivage 
entre les résidus 7 et 8. D’autre part, cette étude démontre que l’ACE humaine agit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : dégradation enzymatique du peptide amyloïde. 
Positions des multiples sites de coupures du peptide Aβ par les enzymes : 
ACE, ECE, IDE, MMEL, NEP et plasmine. 
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aux mêmes sites que l’ACE murine tant sur le peptide Aβ humain que sur peptide 
Aβ murin, mais également que l’ACE humaine est responsable de cinq clivages 
supplémentaires sur l’un et l’autre des peptides (Sun et al., 2008). 
 
9 La MMEL (Membrane Metallo-Endopeptidase Like). 
 
La MMEL est une protéine homologue de la NEP qui se présente, chez la 
souris, sous deux isoformes générées par épissage alternatif : une forme sécrétée 
(MMEL-β) et une forme liée à la membrane (MMEL-α) (Ikeda et al., 1999). 
L’isoforme α, comme la NEP, est sensible au thiorphan et au phosphoramidon et 
elle est capable de cliver l’Aβ (Shirotani et al., 2001). L’orthologue humain de la 
MMEL, identifié en 2001, est exprimé dans le cerveau et possède 77% d’homologie 
avec la forme murine (Bonvouloir et al., 2001). Chez l’Homme, il existe trois 
isoformes, produites par épissage alternatif (β, α, et δ). Seule l’isoforme β est 
capable de dégrader, avec la même efficacité, les peptides Aβ1-40 et 1-42. Le site 
de clivage principal se situe entre les résidus 17 et 18 ce qui libère un fragment 1-
17 et sa contrepartie 18-40/42. Dans une moindre mesure, la MMEL clive entre les 
résidus 16 et 17 (Huang et al., 2008). 
 
9 La plasmine. 
 
La plasmine fait également partie de la batterie d’enzymes capables de 
dégrader le peptide amyloïde. Ses capacités d’hydrolyse de l’Aβ ont été 
démontrées in vitro comme in vivo. A l’image de nombreux autres enzymes 
impliqués dans le catabolisme de l’Aβ, son immunoréactivité ainsi que son activité 
sont diminuées dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer 
(Ledesma et al., 2003). 
Des études ont mis en évidence un fonctionnement particulier de la plasmine : 
il semble que celle-ci ne participe pas au maintien d’une concentration basse d’Aβ 
soluble dans un cadre non pathologique mais intervienne plutôt dans un contexte 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Transport du peptide Aβ à travers la BHE 
Les valeurs de transfert du peptide ont été mesurées chez la souris et 
sont exprimées par litre de liquide interstitiel cérébral pour l’efflux 
ou litre de plasma pour l’influx (d’après Deane et al., 2004) 
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pathologique en dégradant les agrégats. D’ailleurs, la même étude a montré que 
les agrégats d’Aβ eux-mêmes sont capables d’induire l’activation de la plasmine 
(Tucker et al., 2000). De façon cohérente, il a été montré, ensuite, que des souris 
invalidées pour la plasmine ne présentent pas d’accumulation anormale d’Aβ 
(Tucker et al., 2004). 
 
b. Elimination. 
 
Outre la dégradation enzymatique du peptide amyloïde dans le liquide 
interstitiel cérébral (milieu extracellulaire), la concentration en Aβ libre dans le 
système nerveux central est régulée par des échanges continus entre le liquide 
interstitiel, le liquide céphalo-rachidien et le sang à travers la barrière hémato-
encéphalique (BHE). Celle-ci ne permettant pas la circulation libre des solutés tels 
que l’Aβ, ces transferts sont assurés par des récepteurs (Figure 6). 
Les récepteurs LRP (Low-Density Lipoprotein Receptor Related Protein) sont 
responsables du flux sortant de peptides amyloïdes quand, à l’inverse, les 
récepteurs RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) sont, eux, 
responsables du flux entrant. 
 
LRP1 est impliqué dans le transport et le métabolisme des lipoprotéines 
associées au cholestérol et à l’apolipoprotéine E (ApoE). La chaîne lourde du 
récepteur contient quatre domaines de liaison à ses ligands et assure le transport 
d’une large gamme de molécules parmi lesquels, l’ApoE et l’α2-macroglobuline. 
La chaîne légère du récepteur contient un domaine transmembranaire et une 
portion cytoplasmique qui peut être phosphorylée et joue un rôle dans la 
transmission de signaux intracellulaires. Il existe un lien génétique entre LRP1 et 
la maladie d’Alzheimer bien que les mécanismes impliqués soient inconnus. 
En plus de moduler efficacement le flux d’Aβ du cerveau vers le sang à travers 
la BHE (Shibata et al., 2000), il semble que LRP1 module la maturation, le trafic 
ainsi que le « turnover » de la βAPP, ce qui peut se répercuter sur la production 
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d’Aβ (Pietrzik et al., 2002). Enfin, il est intéressant de noter que LRP1 voit son 
expression diminuer avec l’âge chez la souris (Shibata et al., 2000). 
 
Les RAGE appartiennent à la super famille des immunoglobulines de surface 
et sont capables de lier un large éventail de molécules. Ces récepteurs sont 
impliqués dans un grand nombre de pathologies (amyloïdoses, diabète, 
inflammation, …) bien qu’ils n’y jouent jamais un rôle initiateur (Stern et al., 2002). 
Le rôle de ces récepteurs dans le transport de l’Aβ40 (et de l’Aβ42), des vaisseaux 
capillaires vers le cerveau au travers de la BHE a été mis en évidence chez l’animal 
en mesurant l’apparition dans le SNC d’Aβ marqué, après une injection dans la 
circulation générale. Dans ces expériences, l’arrivée de l’Aβ dans le cerveau se 
traduit par une augmentation de marqueurs de stress. Tous ces stress sont 
totalement inexistants dès lors que le transport de l’Aβ, du sang vers le cerveau, 
par les RAGE est aboli (Deane et al., 2003). 
 
 
4. Rôles connus ou supposés des peptides amyloïdes. 
 
a. Un rôle physiologique ? 
 
Le peptide Aβ est produit en conditions physiologiques normales (Haass et al., 
1992; Shoji et al., 1992), aussi bien par des cellules neuronales que non neuronales 
(Araki et al., 1994). Cependant cette production « normale » ne dépasse pas des 
concentrations de l’ordre du nanomolaire. A ces concentrations, le peptide Aβ1-40 
possède des propriétés neurotrophiques quand il est appliqué sur des cultures de 
cellules hippocampiques de rat. Mais, dès qu’une concentration de 40 nM est 
atteinte, le peptide devient toxique (Yankner et al., 1990). Cependant, d’autres 
études ont montré que le peptide Aβ1-40 conserve son activité protectrice jusqu’à 
des concentrations de 20µM tant qu’il reste à l’état de monomère (Zou et al., 2003). 
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Il a été montré que le peptide Aβ1-40 inhibe l’oxydation des lipoprotéines dans 
le liquide céphalorachidien et le plasma (Kontush, 2001). Ces données semblent 
confirmées par Zou et collaborateurs qui ont montré un effet antioxydant de 
l’Aβ1-40 (Zou et al., 2002). 
Un autre aspect protecteur du peptide Aβ1-40 serait lié à sa capacité à inhiber 
la formation de fibrilles d’Aβ1-42 : cette propriété a été démontrée in vitro en 1999 
(Hasegawa et al., 1999). Une autre étude a montré que le peptide Aβ1-40 interagit 
directement avec Aβ1-42 et bloque son changement de conformation en feuillets β, 
une étape essentielle dans la formation de fibrilles. Les effets protecteurs de l’Aβ1-
40 sur la toxicité induite par Aβ1-42 ont été confirmés sur des cellules en culture et 
in vivo (Zou et al., 2003). Très récemment, Jan et collaborateurs ont montré que le 
ratio 40/42 conditionne directement les capacités anti-agrégantes de l’Aβ 40. De 
plus, ils montrent que l’Aβ40 limite non seulement l’agrégation de l’Aβ42 
monomérique, mais bloque également la maturation de protofibrilles d’Aβ42 en 
fibres matures (Jan et al., 2008). 
 
b. Quelle toxicité ? Pour quels peptides ? 
 
Si les effets protecteurs de l’Aβ1-40 sont controversés, la plupart des études qui 
ont mis en évidence ses effets toxiques ont été réalisées avec des doses élevées de 
peptides (supérieures au µM). Or, si l’utilisation de ces doses se justifient au 
regard de la pathologie, elles ne sauraient rendre compte d’un effet physiologique 
normal de l’Aβ1-40. Si dans certaines zones du cerveau de patients atteints de la 
maladie d’Alzheimer, il est fréquent de retrouver des doses de peptides amyloïdes 
de 1.5µg/g alors que les doses mesurées aux mêmes endroits à l’intérieur des 
cerveaux de patients sains sont mille fois moindres (env. 2ng/g) (Russo et al., 
2002a). 
Il est clair que l’ensemble des effets protecteurs de l’Aβ1-40 est lié au peptide 
sous sa forme monomérique ; aussi, si le peptide est employé à des doses trop 
élevées, il est susceptible de former des oligomères, des protofibrilles puis des 
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fibrilles. Sous forme d’oligomères ou de fibrilles, le peptide Aβ1-40 est toxique, 
même si les agrégats de peptides 1-40 sont moins toxiques que les agrégats de 
peptides 1-42 (Zou et al., 2003). 
 
L’Aβ42, utilisé à 100 nM sur des cellules en culture, provoque une mort 
cellulaire par apoptose. En effet, dans une étude datée de 1996, Paradis et 
collaborateurs ont mis en évidence une augmentation de la protéine pro-
apoptotique Bax et une diminution concomitante de Bcl-2, ce qui tend à impliquer 
la voie mitochondriale (Paradis et al., 1996). 
L’accumulation intracellulaire d’Aβ42, provoque un déclenchement de 
l’apoptose dépendante de p53 (Ohyagi et al., 2005). Il est intéressant de noter que 
l’augmentation du calcium intracellulaire se traduit par une hausse de la 
production d’Aβ42 intracellulaire, suivi d’une mort cellulaire importante (Pierrot 
et al., 2004). 
La toxicité de la forme Aβ1-42 pourrait, d’autre part, être directement liée à ses 
capacités d’agrégation. En effet, les cinétiques d’agrégation de l’Aβ1-40 et de 
l’Aβ1-42 sont très différentes, ce dernier s’agrégeant beaucoup plus vite ; la 
formation des oligomères d’Aβ42 s’en trouverait donc accélérée.  
 
De toutes les formes de peptides amyloïdes, les espèces d’Aβ tronquées en N-
terminal sont les plus toxiques. En particulier, les effets toxiques des formes 
tronquées, débutant en 3 par un pyroglutamate, sont désormais bien établis 
(Russo et al., 2002b). Ces formes sont les premières à s’agréger (Iwatsubo et al., 
1994; Tekirian, 2001), participent à la formation de lésions précoces (Lalowski et 
al., 1996) et sont l’un des principaux composants des plaques séniles (Harigaya et 
al., 2000; Kuo et al., 1997; Miravalle et al., 2005). Cependant, il semble que se soit 
sous leurs formes d’oligomères solubles qu’elles présentent leur maximum de 
toxicité. L’injection intracérébroventriculaire d’oligomères d’Aβ3(pE)-42 se traduit 
par des troubles de l’apprentissage et de la mémoire. Parallèlement, le traitement 
de cultures de neurones corticaux avec ces mêmes oligomères induit une mort 
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cellulaire directement dépendante de la dose employée (Youssef et al., 2008). 
L’utilisation d’oligomères d’Aβ1-40 et 1-42 dans les mêmes conditions a également 
montré un effet toxique mais toutefois moins important (Youssef et al., 2008). 
L’effet toxique observé, dans cette étude, est directement lié à un stress oxydatif et 
une activation des caspases 3 et 9 ce qui se traduit par une mort cellulaire par 
apoptose.  
Le rôle des formes tronquées en position 3 semble donc extrêmement 
important dans le développement de la maladie d’Alzheimer. De plus, si la 
quantité globale d’Aβ retrouvée dans le tissus cérébral n’est jamais corrélée avec 
les déficits cognitifs, la quantité de formes 3(pE)-42 est, elle, en revanche, 
fortement corrélée avec leur sévérité. 
 
c. Monomères, oligomères et plaques. 
 
La formation des plaques séniles est progressive. Les peptides amyloïdes 
monomériques vont d’abord s’assembler en oligomères, puis ceux-ci vont 
s’associer en protofibrilles, qui devenues fibrilles formeront les plaques. 
 
Les formes monomériques ne présentent, en résumé, que peu ou pas de toxicité 
voire, dans le cas de l’Aβ40, un phénotype protecteur. Cependant, dès lors qu’un 
certain seuil est atteint, non seulement le peptide 1-40 perd ses capacités 
protectrices, mais il devient toxique. Or, ces doses sont, dans chacune des 
expériences qui ont démontré un rôle toxique des Aβs solubles, largement 
dépassées. 
Les oligomères sont l’entité qui semble porter le maximum de toxicité et 
induire les principaux troubles (stress oxydatif, réponse calcique anormale, …) qui 
vont contribuer à la dégénérescence neuronale. 
Les protofibrilles et fibrilles qui sont ensuite formées par l’assemblage des 
oligomères semblent présenter, elles aussi, une toxicité bien qu’une étude récente 
ait montré l’effet « positif » d’une mutation impliquée dans des cas de formes 
 
 
Figure 7 : Formation des plaques séniles. 
Représentation schématique de la formation des plaques séniles et description des 
toxicités attribuées aux différentes espèces intermédiaires. 
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familiales de la maladie. Ces résultats étranges montrent, en fait, que la mutation 
« Artic » E22G confère au peptide AβE22G la capacité de former des fibrilles 
beaucoup plus rapidement que le peptide sauvage, in vitro. Aussi, les modèles de 
souris transgéniques qui surexpriment la βAPP humaine « E22G » présentent une 
quantité de plaques nettement plus élevée que les souris transgéniques 
surexprimant la βAPP humaine sauvage mais, paradoxalement, des déficits 
cognitifs comparables voire plus faibles (Cheng et al., 2007). Ces expériences 
montrent indirectement que les plaques séniles ne sont pas l’entité la plus toxique. 
Les dépôts diffus sont présents chez le sujet adulte sain et ne sont entourés que 
de microglie quiescente, alors qu’à l’inverse les plaques séniles sont, elles, 
entourées à plus de 80% de microglie activée. Ceci semble indiquer que la 
microglie joue un rôle direct dans l’homéostasie des plaques, comme le font les 
macrophages dans des cas d’amyloïdoses au niveau périphérique. 
Des études ont postulé que les plaques séniles pourraient jouer le rôle de 
mécanisme de « détoxification », en séquestrant les formes les plus dangereuses 
que sont les oligomères et les protofibrilles. La séquence d’agrégation des peptides 
amyloïdes est présentée figure 7. 
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II. RESULTATS. 
 
A. Travaux réalisés pendant la thèse 
 
1. Article 1 : Aminopeptidase A contributes to the N-terminal 
truncation of amyloïd β-peptide and regulates its physiological 
function. 
 
Les formes tronquées des peptides Aβ sont des composants majeurs des 
plaques séniles et des tout premiers dépôts amyloïdes. Parmi ces formes 
tronquées, les plus représentées sont des formes particulières débutant en 3 et 
dont le glutamate a subi une cyclisation par déshydratation intramoléculaire sous 
l’action d’une glutaminyl cyclase. Il a été démontré que ces formes Aβ3(pE)-x ne 
proviennent pas d’un métabolisme normal de la βAPP mais que, selon toute 
vraisemblance, il s’agirait de modifications après production. A l’heure actuelle, 
les enzymes impliqués dans la dégradation de l’extrémité N-terminale qui conduit 
à la formation des Aβ3-x sont inconnus. Nous avons émis l’hypothèse que 
l’aminopeptidase A (APA) joue un rôle dans cette dégradation. En effet, le premier 
résidu de la séquence d’Aβ est un acide aspartique (Asp). Aussi, l’APA, 
spécifiquement impliquée dans l’élimination des résidus acides, pourrait très bien 
éliminer le premier résidu de la séquence d’Aβ effectuant ainsi la première étape 
conduisant aux formes 3-x. 
 
L’inhibition de l’APA augmente la quantité d’Aβ1-40 détectée dans les 
milieux de sécrétion de cellules surexprimant la βAPPswe. 
 Dans un premier temps, j’ai mis en évidence la présence d’une activité 
aminopeptidase A à la surface de cellules HEK293 en culture, grâce à l’emploi 
d’un substrat d’APA, le Glu-7-AMC, et montré que l’activité d’hydrolyse de ce 
substrat est sensible à un inhibiteur spécifique de l’enzyme, l’EC33. Dans un 
second temps, j’ai pu montrer que l’emploi de l’inhibiteur EC33 sur ces cellules 
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surexprimant une forme mutée de la βAPP se traduit par une augmentation de 
l’immunoréactivité Aβ récupérée dans le milieu de sécrétion. Cette augmentation 
peut directement être imputée à une protection de l’extrémité N-terminale car 
l’anticorps immunoprécipitant, FCA18, est spécifique de l’extrémité 1 libre. 
 
La surexpression de l’APA réduit la quantité d’Aβ intact produit in vitro. 
Cette expérience a nécessité la mise au point d’un essai γ-sécrétase in vitro. 
Après avoir vérifié que ce dosage de l’activité γ-sécrétase se comportait comme 
attendu, j’ai utilisé en parallèle deux sources de membranes pour tester l’influence 
de l’APA, l’une provenant de cellules surexprimant l’enzyme et l’autre provenant 
de cellules transfectées avec le vecteur vide. De façon très nette, la surexpression 
de l’APA se traduit par une baisse de l’immunoréactivité Aβ quand dans le même 
temps, l’immunoréactivité de la contrepartie C-terminale (AICD) n’est pas 
modulée. L’effet promoteur du calcium sur cette baisse est une preuve 
supplémentaire de l’implication de l’APA.  
 
L’activation de la caspase-3, induite par la staurosporine, est réduite par un 
traitement avec l’EC33 de manière dépendante de l’APP. 
Dans le but de caractériser des effets liés à l’Aβ lors de l’inhibition de l’APA, 
j’ai prétraité des cellules HEK293 avec l’EC33 avant de mesurer l’activation de la 
caspase-3 induite par la staurosporine : le prétraitement EC33 réduit la sensibilité 
des cellules HEK293 à la staurosporine ; de la même façon, le traitement de 
fibroblastes sauvages avec l’EC33 réduit leur sensibilité à la staurosporine tandis 
que le traitement de fibroblastes invalidés pour APP et APLP2 ne produit aucun 
effet. Cette expérience permet de conclure que : 1- l’effet EC33 n’est pas spécifique 
d’un type cellulaire. 2- La protection de l’extrémité N-terminale de l’Aβ a un effet 
direct sur l’activation de la caspase-3. 3- L’Aβ intact, produit à une concentration 
physiologique, est protecteur dans nos modèles cellulaires.  
 
 - 61 - 
 
L’EC33 n’a aucun effet sur l’activation de la caspase-3, induite par la 
staurosporine, dans des cellules surexprimant la βAPP sauvage ou mutée.  
Les expériences associant un prétraitement EC33 suivi d’un traitement à la 
staurosporine ont également été réalisées dans des lignées cellulaires 
surexprimant une forme sauvage ou mutée de la βAPP : dans ces deux conditions, 
la surproduction d’Aβ se traduit par l’absence d’effet de l’EC33. La conclusion de 
ces expériences est que l’APA ne module la fonction de l’Aβ intact que lorsqu’il se 
trouve à des niveaux physiologiques.  
 
Conclusions. 
Cette étude met en évidence l’implication de l’aminopeptidase A dans la 
dégradation de l’extrémité N-terminale du peptide amyloïde.  
L’inhibition de cette dégradation révèle un phénotype protecteur associé à l’Aβ 
intact lorsque celui-ci est présent à un niveau physiologique. 
L’absence d’effet de l’EC33 dès que l’Aβ se trouve à des concentrations élevées 
peut être le reflet d’un effet toxique similaire des formes tronquées et de l’Aβ 
intact à ces concentrations.  
L’élimination de l’acide aspartique en position 1 est l’événement clef dans la 
séquence qui va conduire à la formation des Aβ tronqués débutant en position 3. 
Ces peptides une fois qu’ils auront subi une cyclisation seront plus résistants à la 
dégradation et pourront, d’une part produire leurs effets toxiques immédiats et 
d’autre part, servir de base pour la formation d’oligomères et la nucléation de 
protofibrilles. 
Aussi, bloquer la dégradation N-terminale de l’Aβ pourrait être un traitement 
efficace dans les stades précoces de la maladie d’Alzheimer. Ceci sera 
prochainement testé au laboratoire, car nous disposons, à présent, de souris 
transgéniques modèles de la maladie et d’inhibiteurs de l’APA actifs de façon 
systémique. 
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Abstract 
 Several lines of data previously indicated that N-terminally truncated forms 
of amyloid-β (x-Aβ) peptides are likely the earliest and more abundant species 
immunohistochemically detectable in Alzheimer’s disease-affected brains. It is 
noteworthy that the free N-terminal residue of full-length Aβ (fl-Aβ) is an aspartyl 
residue, suggesting that Aβ could be susceptible to exopeptidasic attack by 
aminopeptidase A (APA)-like proteases. In this context, we have examined 
whether APA could target Aβ peptides in both cell-free and cellular models. We 
first show that two distinct aminopeptidase A inhibitors amastatin and EC33 both 
significantly increase the recovery of genuine fl-Aβ peptides generated by cells 
over-expressing Swedish-mutated βAPP (SwAPP). In agreement with this 
observation, we establish that over-expressed APA drastically reduces, in a 
calcium dependent manner, fl-Aβ but not APP IntraCellular Domain (AICD) in a 
cell-free model of Aβ production. Interestingly, we also show that the APA 
inhibitor EC33 lowers staurosporine (STS)-stimulated activation of caspase-3 in 
wild-type fibroblasts but not in βAPP/APLP2 double knockout fibroblasts, 
suggesting that protecting endogenous fl-Aβ physiological production triggers 
neuroprotective phenotype. By contrast, EC33 does not modify STS-induced 
caspase-3 activation in wild-type and SwAPP-HEK293 expressing cells that 
display exacerbated production of Aβ. Overall, our data establish that APA 
contributes to the N-terminal truncation of Aβ and suggest that this cleavage is 
likely abrogating a protective function associated with physiological but not 
supraphysiological levels of genuine fl-Aβ peptides. 
 
Introduction 
Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in the elderly. 
At the histopathological level, AD is characterized by neurofibrillary tangles and by 
senile plaques which are extracellular deposits mainly composed of an aggregable 
peptide called Aβ (Selkoe 1991). Whether this peptide is directly and totally 
responsible for the neurodegeneration taking place in the brain of AD-affected 
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patient is not yet established. However, although the exact etiology of AD is still a 
matter of discussion, there are few doubts concerning the fact that the disease is 
likely related to a modification of production of Aβ-like peptides. Thus, all mutations 
responsible for familial AD modulate Aβ. Familial forms of AD (FAD) are due to 
mutations on βAPP, the precursor of the amyloid peptide or presenilins, two 
homologous proteins responsible for most of the genetic cases of AD (Van 
Broeckhoven 1995; Tanzi and Bertram 2001). Most of the mutations on these proteins 
were shown to trigger either increased production of total Aβ load (as is the case for 
the Swedish mutation) or specifically increase Aβ42, the longer and more aggregable 
Aβ species (Checler 1995, 1999). In agreement with the so-called “amyloidogenic 
cascade hypothesis” (Hardy and Higgins 1992), numerous reports indicated that Aβ 
could trigger cell toxicity and apoptosis, the extent of which appeared exacerbated by 
the two amino-acids C-terminal extension harbored by Aβ42 (Burdick et al. 1997). 
Recently, Ohyagi et al. showed that transfected Aβ could increase cell death in a p53-
dependent manner (Ohyagi et al. 2005).  
The simple view of a selective modulation of Aβ40/42 has been complicated 
by several studies indicating that unlike previously thought, AD is characterized by 
the deposition of numerous peptides related to Aβ. Thus, the “β-amyloid”-like 
immunoreactivity observed post-mortem in the cerebral lesions or in the cerebrospinal 
fluid or plasma of affected patients correspond to a complex set of Aβ-related 
fragments, with various N- and C-termini. Iwatsubo and colleagues showed that N-
terminally truncated Aβ42 deposit can be detected in diffuse plaques, i.e at an early 
stage of the pathology (Iwatsubo et al. 1996) while several other papers demonstrated 
the occurrence of N-terminal heterogeneity of parenchimal and cerebrovascular Aβ 
deposits (Tekirian et al. 1998; Thal et al. 1999; Takeda et al. 2004). Also interesting 
was the demonstration that such N-terminally truncated species occur in Down’s 
syndrome brains (Russo et al. 1997) and Cotton wool plaques (Miravalle et al. 2005). 
Finally, Wiltfang and colleagues showed that Aβ2-42 was elevated in sporadic and 
familial AD (Wiltfang et al. 2001). 
 
4 
 
 
Besides anatomical observations, the importance of the production of N-
terminally truncated fragments of Aβ in AD pathology is underlined by a series of 
observations. First, several newly discovered mutations on βAPP responsible for 
early onset AD have been shown to specifically affect the cellular production of N-
terminally truncated forms of Aβ (Ancolio et al. 1999; Stenh et al. 2002). Second, 
another study showed that a PS1 mutation responsible for AD led to the 
accumulation of Aβ species deleted of their first amino-acids in human brain (Russo 
et al. 2000). Finally, of most importance was the observation that in transgenic mice 
bearing PS mutations, intracellular species ending at the 42nd position but lacking N-
terminal immunoreactivity accumulate intracellularly in neurons before any plaque 
formation (Chui et al. 1999). 
AβN3(pE), that corresponds to Aβ in which the two first amino-acids have 
been deleted and in which glutamate at position 3 has undergone cyclisation (Saido 
et al. 1996; Russo et al. 1997), is a common denominator between diffuse and compact 
deposits (Saido et al. 1995; Kuo et al. 1997). It is interesting to note that the first N-
terminal residue of Aβ is an aspartyl residue that renders the peptide particularly 
susceptible to aminopeptidases. 
 The fact that these N-terminally truncated species appear early in AD 
pathology could mean that they correspond to the genuine Aβ-related “toxic” 
species. As a corollary, “full length” Aβ (fl-Aβ), that is produced physiologically may 
have a “non toxic” function when occurring below its threshold of aggregation. 
Therefore, N-terminal truncation could be seen as an inactivation process for genuine 
Aβ-associated phenotype and would be responsible for the toxicity exhibited by N-
terminally-truncated fragments. Such hypothesis would design proteases involved in 
N-terminal truncation as putative therapeutic targets. Thus, inhibitors of such 
enzymes, by blocking N-terminal fragments production and by preventing Aβ 
catabolism would slow down N-terminal fragments-associated toxicity and 
subsequent neurodegeneration. 
Our main goals were to delineate the putative contribution of APA in the N-
terminal truncation of Aβ and to establish the influence of N-terminal deletion on 
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Aβ-related function. Here we show that aminopeptidase A (APA) participates in the 
release of the N-terminal aspartyl residue of Aβ peptides and apparently controls an 
Aβ-associated protective function. 
 
Materials and Methods 
 
Cell cultures and transfections. 
 Wild-type or βAPP/APLP2 double knock-out fibroblasts have been described 
previously (Heber et al. 2000). HEK293 stably transfected with pcDNA3 empty 
vector, stably over-expressing wild-type or Swedish mutated βAPP were obtained 
and cultured as described previously (Chevallier et al. 1997). Transient transfections 
of cDNA (2μg) were carried out with Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) 
according to previously reported procedures (Alves da Costa et al. 2006). 
 
 
Cell treatments and detection of secreted Aβ. 
Wild type or Swedish-mutated βAPP over-expressing HEK293 cells were 
grown in 6 well-dishes and allowed to secrete for 8h in optimen (1ml, Gibco) 
containing phosphoramidon (10μM, Sigma) in order to prevent Aβ degradation by 
neprilysin in the absence or in the presence of amastatine or APA specific inhibitor 3-
amino-4-thio-butyl sulfonate (EC33) (Chauvel et al. 1994). Media were collected, 
completed with one tenth of 10X RIPA buffer (Tris-HCl pH 8.0, 100mM,) containing 
NaCl (1.5M), EDTA (50mM) and incubated overnight with a 100-fold dilution of 
FCA18 (Barelli et al. 1997) and protein A agarose beads (VWR, France). Beads were 
washed twice with 1X RIPA and subjected to Tris/tricine 16.5% polyacrylamide gels. 
Proteins were transferred onto nitro cellulose and incubated overnight with the 6E10 
monoclonal antibody (AbCam) at a 1/1000 dilution. Immunological complexes were 
detected with a goat anti-mouse peroxidase-conjugated antibody (1/2000 dilution). 
Chemiluminescence was recorded using a Luminescence Image Analyser LAS-3000 
(Raytest, Courbevoie, France) and quantifications were performed using the AIDA 
analyser software. 
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Aminopeptidase A assay on plated cells. 
Wild-type, βAPP/APLP2 double knock-out fibroblasts, HEK293 stably 
transfected with pcDNA3 empty vector, stably over-expressing wild-type or Swedish 
mutated βAPP were grown in 6 well-dishes. Media were discarded and cells 
incubated in 1ml of PBS containing 50μM of the Glu-7-AMC substrate in the absence 
or in the presence of various EC33 concentrations. Media (100μl) were taken out at 
various time intervals then fluorimetric measurements were performed using the 
Fluoroscan Ascent apparatus (Thermo Labsystems). Once the media removed, cells 
were harvested, lysed and protein concentrations were measured by the Bradford’s 
method (Bradford 1976). Values correspond to specific activities expressed in 
nmol/mg/min of 7-AMC released. 
 
Monitoring of aminopeptidase A in membrane homogenates. 
Cells were rinsed, gently scraped and pelleted by centrifugation. Cell pellets 
were homogenized in Tris 10mM, pH 7.5 and lysates were spun at 800 x g for 10 min 
at 4°C in order to eliminate cell debris. APA activity was measured in 96-well plates 
in which 5μl of supernatants were added to 85μl of assay buffer Tris 50mM, pH 7.5 
containing CaCl2 (25mM) in the presence or in the absence of EC33 (100μM). Then 
Glu-7-AMC (final concentration of 50μM) was added in each well to start the 
reaction. Fluorescence was recorded at 360 and 460 nm as excitation and emission 
wavelengths, respectively. APA specific activity was calculated from the linear part 
of the recorded fluorescence and expressed in nmol/min/mg of proteins. 
 
Production of recombinant C100 fragment. 
cDNA encoding the C-terminal 99 amino acids of human βAPP was subcloned 
into a pet29c vector fused to FLAG tag at the C terminus and harboring an additional 
Met at the N terminus. Recombinant protein was expressed in Escherichia coli. Cell 
pellets were solubilized with a lysis buffer (Tris 20mM, pH 7.5 containing EDTA 
(0.1mM), egg lysosyme (1mg/ml) and N-lauroylsarcosyne (1% (v/v)). After 3h under 
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agitation at 4°C, the lysate was spun at 5000 x g for 120min at 4°C. The supernatant 
was next spun for 75min at 20000 x g at 4°C and the resulting supernatant was 
subjected to filtration on a 30kD cut-off membrane. 
 
Preparation of the “solubilized” membrane fraction. 
Intact cell pellets were suspended in Tris 10mM, pH 7.5 complemented with 
a cocktail of inhibitors (Sigma), and subjected to repeated passages through a 25G 
needle. Homogenates were first centrifuged at 800 x g for 10 min at 4°C to 
eliminate cell debris and the resulting supernatant was subjected to an additional 
20 000 x g centrifugation for 1h at 4°C. Pellets containing the membranes were 
then resuspended in a solubilization buffer (sodium citrate (150mM, pH 6.4) 
containing 3-[(3-cholamydopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfo 
nate (CHAPSO, 1% (v ⁄ v)) and a cocktail of inhibitors). The samples are diluted 
with solubilization buffer to yield a 1mg/ml final protein concentration and are 
referred to as “solubilized membranes”. All steps were performed at 4°C. 
 
In vitro γ-secretase assay. 
 “Solubilized membranes” (5μl) were diluted with sodium citrate buffer, (5μl, 
150mM, pH 6.4) and reaction buffer (10μl, sodium citrate 150mM, pH 6.4) containing 
dithiothreitol (20mM), bovine serum albumin (0.2 mg/ml), egg phosphatidyl choline 
(1mg/ml) and recombinant C100-FLAG (50μg/ml) then either incubated over 
constant agitation for 16h at 37°C or stored at 4°C (negative controls). Samples were 
then supplemented with 2X Tris-tricine loading buffer (20μl), boiled for 5min and 
subjected to western blot for Aβ analysis with 6E10 monoclonal antibody as 
described above or monitored for AICD by using the anti-FLAG M2 monoclonal 
antibody (Sigma) at a 1/1000 dilution.  
 
 
Caspase-3 activity assay. 
Vehicle- or EC33-treated stably transfected cells were incubated for various 
times without or with various concentrations of staurosporine, then caspase-3-like 
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activity was fluorimetrically measured as extensively detailed (Alves da Costa et al. 
2000). 
 
Statistical analysis. 
Statistical analysis was performed with Prism software (Graphpad, San Diego) 
using the Student-Newman-Keul's multiple comparison test for one-way analysis of 
variance or unpaired t test for pairwise comparison. 
 
Results. 
 
Aminopeptidase A inhibitors increase the recovery of full-length Aβ peptides in 
Swedish-mutated βAPP-expressing HEK293 cells. 
 We took advantage of the obtention of a polyclonal antiserum (FCA18, (Barelli 
et al. 1997)) that specifically recognizes the N-terminal aspartyl residue of Aβ 
(Fig.1A) to examine the contribution of APA to Aβ N-terminal truncation by intact 
cells. We first show that plated HEK293 cells exhibit Glu-7-AMC-hydrolysing 
proteases, the activity of which was drastically reduced (Fig.1B) by amastatin (an 
aspartyl protease inhibitor) and by EC33, a selective blocker of APA (Chauvel et al. 
1994), indicating that HEK293 cells display APA in its proper ectoproteasic 
conformation (Checler 1993), i.e with its catalytic site facing the extracellular space. 
Interestingly, both inhibitors increase the recovery of FC18-positive Aβ-like 
immunoreactivity in secretate of Sw-APP (Fig.1C), demonstrating that APA 
inhibitors protect fl-Aβ from N-terminal truncation by HEK293 cells. Similar results 
were obtained with wild-type APP-expressing cells (data not shown). 
 
Cell-free production of fl-Aβ peptides is lowered by APA over-expression. 
  We have examined the influence of APA on the in vitro production of fl-Aβ. 
The membrane fraction prepared from mock-transfected HEK293 cells (Fig.2A) was 
first analyzed for the production of fl-Aβ from a C100 recombinant fragment 
corresponding to the sequence theoretically derived from the sole attack of βAPP by 
β-secretase (Vassar et al. 1999). Fig.2B first shows that fl-Aβ was readily produced by 
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HEK293 membrane preparation at 37°C but not at 4°C. Second, we were also able to 
monitor a temperature-sensitive generation of the βAPP Intra Cellular Domain 
(AICD, that corresponds to the C-terminal stub released by the cleavage of βAPP by 
γ-secretase (Passer et al. 2000). As expected, both AICD and Aβ production were 
drastically decreased by the γ-secretase inhibitor DFK167 (Wolfe et al. 1998). It should 
be noted that a DFK167-insensitive fraction of fl-Aβ remained detectable (Fig.2B). 
The latter fl-Aβ fraction could derive from the presenilin-independent γ-secretase-
like activities previously reported (Armogida et al. 2001; Wilson et al. 2002; Wilson et 
al. 2003; Lai et al. 2006). Overall, the above data indicate that our membrane 
preparation of HEK293 cells harbors all the enzymatic machinery necessary to 
produce fl-Aβ and AICD. We therefore examined the influence of APA over-
expression on fl-Aβ and AICD production by HEK293 membranes. First, we 
confirmed that APA-expressing cells display enhanced Glu-7-AMC-hydrolysing 
activity (Fig.3A). Clearly, APA expression drastically reduces fl-Aβ but did not affect 
AICD (Fig.3B, lower panel and C). It is noteworthy that fl-Aβ reduction was only 
observed in the presence of Ca2+ (Fig.3B,C),  in agreement with the strict requirement 
and dependency of APA for calcium (Checler 1993).  
 
The aminopeptidase A inhibitor EC33 reduces staurosporine-induced caspase-3 
activation in wild-type but not in APP/APLP2-knockout fibroblasts. 
 We examined whether the blockade of APA could have Aβ-related functional 
consequences. Previous studies have indicated a link between Aβ and cell death (Loo 
et al. 1993; Blanc et al. 1997; Troy et al. 2000). We therefore measured staurosporine-
stimulated caspase-3 activation as a functional read out of Aβ-related function. We 
first establish that mock-transfected HEK293 cells display an EC33-sensitive Glu-7-
AMC-hydrolyzing activity (Fig.4A). Interestingly, EC33 reduced STS-induced 
caspase-3 activation in these HEK293 cells (Fig.4B). This indicates that APA 
contributes to the modulation of cell death and it was tempting to speculate on the 
possibility that APA-associated control of endogenous fl-Aβ could account for this 
phenotype. In order to strengthen this view, we examined the effect of βAPP 
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depletion on APA-induced modulation of caspase-3 activity. If our hypothesis were 
right, one would expect to observe a full abolishment the APA-associated effect on 
caspase-3 activity in βAPP/APLP2 knockout cells that cannot produce endogenous 
fl-Aβ. First, we verified that wild-type and knockout fibroblasts display similar 
EC33-sensitive Glu-7-AMC-hydrolysing activity (Fig.4C). Interestingly, EC33 
reduced STS-induced caspase-3 activation in wild-type but not in knockout 
fibroblasts (Fig.4D). Three lines of conclusion can be drawn from the above data. 
First it shows that EC33 effect on caspase-3 was not cell specific. Second, it 
demonstrates that APA-associated control of endogenous fl-Aβ has functional 
consequence on caspase-3 activity. Third, that physiological production of 
endogenous fl-Aβ likely triggers neuroprotection rather than toxicity, in cellular 
models.  
 
The aminopeptidase A inhibitor EC33 does not reduce staurosporine-induced 
caspase-3 activation in wild-type and Swedish-mutated APP-expressing cells. 
 Several studies proposed that Aβ could be protective (Wu et al. 1995; Luo et al. 
1996) while on the other hand, others suggest that Aβ could be toxic (for review see 
(Small et al. 2001)). This apparent discrepancy could likely be explained by the 
intrinsic levels and the nature of the Aβ considered (truncated, oligomeric, etc…). In 
this context, it was of interest to assess whether the modulation of fl-Aβ-associated 
function by APA occurs independently of Aβ levels or if, alternatively, APA could 
more selectively regulate the function linked to physiological levels of fl-Aβ. We 
therefore examined the putative effect of EC33 on STS-induced caspase-3 activation 
in HEK293 cells expressing either wtAPP or SwAPP. As could have been anticipated, 
SwAPP-expressing cells produce more fl-Aβ than wtAPP cells (Fig.5A). Interestingly, 
in agreement with previous studies, we showed that wtAPP-expressing cells display 
anti-apoptotic phenotype (Fig.5B) as underlined by the statistically significant 
reduction of STS-stimulated caspase-3 activation (Fig.5B, see insert). Conversely, 
SwAPP cells display a pro-apoptotic phenotype (Fig.5B). Therefore, wtAPP and 
SwAPP cells were particularly useful to examine the influence of APA on their 
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associated phenotype. Whereas, wtAPP and SwAPP display similar EC33-dependent 
Glu-7-AMC hydrolyzing activities when compared to their parent cell line (Fig.5C), 
however, EC33 did not modify wtAPP and SwAPP-associated modulation of 
caspase-3 activity (Fig.5D). 
 
Discussion 
 Several lines of histochemical and genetic data have indicated that the generic 
term of Aβ peptides indeed refer to a set of N- and C-terminally truncated species 
that are even more abundantly produced than the parent peptides Aβ1-40 and Aβ1-
42 (Kumar-Singh et al. 2000) and that often harbor exacerbated toxicity (Pike et al. 
1995; Kar et al. 1996; Dahlgren et al. 2002; Russo et al. 2002; Wiltfang et al. 2002 
Funamoto, 2004 #5070). The genesis of N-terminal truncation is partly understood. 
Direct endoproteolytic cleavages of βAPP by α- and β-secretases can lead to the 
production of Aβ17-40/42 and Aβ11-40/42, respectively (Checler 1995). Conversely, 
the bulk of 3-40/42 likely derives from the exoproteolysis of Aβ that liberates two N-
terminal residues. This exopeptidasic attack is reminiscent of that triggered by 
aminopeptidases (Checler 1993). The first N-terminal amino-acid of Aβ is an aspartyl 
residue. Three lines of data indicate that APA contributes to the N-terminal 
truncation of Aβ.  First, two distinct inhibitors of APA increased that the recovery of 
fl-Aβ. Second, over-expression of APA drastically lowers fl-Aβ production in a cell 
free system. Third, fl-Aβ truncation by APA-expressing membranes was strictly 
dependent upon the presence of Ca2+. Overall, these data indicate that both 
endogenous and over-expressed APA could contribute to the N-terminal proteolysis 
of Aβ. It is noteworthy that AβN3(pE), that corresponds to Aβ in which the two first 
amino-acids have been deleted and in which glutamate at position 3 has undergone 
cyclisation (Saido et al. 1996; Russo et al. 1997) is likely the main final product of N-
terminal truncation. However, APA displays very poor specificity for aliphatic 
residue and likely does not contribute to the release of the alanyl residue in position 
two that is probably due to proteolytic attack by aminopeptidase N-like activities. 
Thus, APA can be seen as the limiting enzyme triggering the initial N-terminal 
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residue of Aβ and giving access to additional aminopeptidasic proteolysis ultimately 
leading to AβN3(pE) production. It should also be noted that APA is a metallo-
ectopeptidase, i.e an enzyme which catalytic site is facing the extracellular space. 
This has been confirmed here by the effect of APA inhibitors on fl-Aβ recovery from 
intact plated cells. Therefore, APA likely truncates secreted fl-Aβ rather than 
contributes to the catabolism of intracellular pool of Aβ. 
 Aβ is a physiological product of βAPP processing (Shoji et al. 1992; Haass et al. 
1993). Several works previously suggested that Aβ could display neuroprotection 
(Plant et al. 2003; Zou et al. 2003). This could appear paradoxical with respect to the 
huge amount of studies reporting on a toxic role of “Aβ” (for review see (Small et al. 
2001)). However, close inspection of the data indicates that Aβ refers to a mix of Aβ-
related species, often used at high concentrations where the final biophysical state of 
the peptides is often poorly controlled. In fact, few studies could indeed delineate the 
physiological function of genuine full length Aβ. The possibility to prevent N-
terminal truncation of endogenously produced Aβ provided this opportunity and 
allowed examining whether APA could be seen as an enzyme triggering inactivation 
of Aβ physiological function. We show here that the selective APA inhibitor EC33 
lowers STS-associated caspase-3 activation in both mock-transfected HEK293 and 
wild-type fibroblasts that both display endogenous contents of Aβ. The fact that 
APA-associated modulation of caspase-3 could be directly due to its ability to control 
fl-Aβ levels was demonstrated by the abolishment of APA-mediated phenotype by 
βAPP deletion. This set of data indicates that fl-Aβ could display neuroprotective 
function and that APA could be seen as an inactivating enzyme for Aβ function. Very 
interestingly, when Aβ is produced at supraphysiological levels in cells expressing 
either wild-type or mutated βAPP, EC33 remained biologically inert. This 
observation could reconcile the view of a beneficial protective role of physiologically 
produced Aβ while exacerbated production of Aβ would abolish this function and 
triggers concentration- and species-dependent toxicity. This possibility fits well with 
our recent demonstration that BACE1 promoter transactivation could be promoted 
by exogenous or transfected Aβ42 as well as in cells over-expressing βAPP while 
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physiological production of Aβ did not modify BACE1 promoter transactivation 
(Buggia-Prévot et al. 2008). 
The lack of effect of EC33 when Aβ production is enhanced could be either 
due to the fact that Aβ aggregates are poorly targeted by APA or, more likely, that 
both full-length- and truncated- Aβ species display similar toxicity when produced at 
high concentrations. The corollary of the above statements is that APA inhibitor 
treatment could be useful only at early stages of AD pathology when Aβ production 
is not yet too exacerbated. Obviously, the use of transgenic animals treated with 
systemically active APA inhibitors (Chauvel et al. 1994; David et al. 1999) should 
prove useful to examine this hypothesis and is currently examined in our laboratory. 
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Legends to Figures 
 
Fig.1: APA inhibitors augment fl-Aβ recovery from Swedish-mutated HEK293 
cells. 
A) Schematic representation of Aβ N-terminal tetrapeptide. Note that the putative 
release of aspartyl 1 residue by APA disrupts the FCA18-selective Aβ epitope. B) 
Glu-7-AMC substrate hydrolysis by plated HEK293 cells in the absence (control) or 
in the presence of the indicated concentrations of amastatin or EC33. Bars are means 
± SE of 3 independent experiments. C,D) Swedish mutated APP-over-expressing 
HEK293 were allowed to secrete for 8h in absence (control) or in the presence of the 
indicated concentrations of amastatin (left panel) or EC33 (right panel). Fl-Aβ was 
monitored by combined immunoprecipitation with FCA18 and western blot with 
6E10 then quantified as described in the Methods. Bars are the means ± S.E of 4-7 
independent experiments and are expressed as percent (taken as 100) of control 
untreated cells.  
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Fig.2: Cell-free Aβ and AICD productions from recombinant C100 substrate.   
A) Schematic representation of the procedure used to obtain the “solubilized” 
membranes fractions. B) Cell-free assay of C100-FLAG hydrolysis was performed as 
described in the Methods at 4°C or 37°C in the absence (control) or in the presence of 
DFK167 (50μM). C100, AICD and fl-Aβ expressions were monitored as described in 
the methods. 
 
Fig.3: APA over-expression increases cell-free production of fl-Aβ and AICD. 
A) Glu-7-AMC hydrolysis by solubilized membranes prepared from pcDNA3- or 
APA- transiently transfected HEK293 cells in the absence (black bars) or in the 
presence (white bars) of EC33 (100μM). Bars are means ± SE of 3 independent 
experiments. B,C) Recombinant C100-FLAG hydrolysis by the indicated membranes 
fractions in the absence (upper panel) or in the presence (lower panel) of CaCl2 (5 
mM). AICD and fl-Aβ were monitored and quantified as described in the Methods. 
Bars in C correspond to the means ± S.E of 6 independent experiments. Values are 
expressed as percent of control mock-transfected cells (taken as 100). 
 
Fig.4: EC33 reduction of STS-induced caspase-3 activation is abrogated by βAPP-
deficiency. 
A,C) Glu-7-AMC substrate hydrolysis by membrane homogenates prepared from 
mock-transfected HEK293 cells (A) wild type or knockout (DKO) fibroblasts (C), in 
the absence or in the presence of the indicated concentration of EC33. Bars are means 
± SE of 3 independent experiments. B) Mock transfected HEK293 cells were treated 
for 8h in the absence or in the presence of EC33 (100μM) then incubated with STS 
(2μM, black bars) or DMSO (white bars) for 16h and then caspase-3 activity was 
measured as described in the Methods. Bars are means ± S.E of 3 independent 
experiments. D) Wild type or DKO fibroblasts were treated for 16h in the absence or 
in the presence of EC33 (100μM) then treated for 2h with STS (1μM) or DMSO. 
Caspase-3 activity is expressed in percent of STS-induced control conditions. Bars are 
means ± SE of 3-7 independent experiments. 
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Fig.5: EC33 does not affect STS-induced caspase-3 activation in wild type or 
swedish mutated APP transfected cells. 
A) Stably transfected HEK293 cells expressing empty pcDNA3 vector (DNA3) or 
either wild type (wt) or Swedish mutated (Sw) βAPP cells were grown in 6 well-
dishes and allowed to secrete for 16h in 1ml optimen containing phosphoramidon 
(10μM). fl-Aβ was immunoprecipitated and detected as described in the Methods. B) 
Indicated cell lines were treated for 16h without (-) or with (+) staurosporine (sts, 
2μM). Insert, bars represent the STS-stimulated caspase-3 activity. Bars are means ±  
S.E of 3 independent experiments. C) Glu-7-AMC substrate hydrolysis by 
homogenates prepared from the indicated transfected HEK293 cells, in the absence 
or in the presence of the indicated concentrations of EC33. Bars are means ± S.E of 3 
independent experiments. D) Indicated HEK293 cells were treated for 8h in the 
absence (-) or in the presence (+) of EC33 (100μM) then treated for 16h with STS 
(2μM, black bars). Bars are means ± S.E of 3 independent experiments. 
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2. Article 2 : Pharmacological evidences for DFK167-sensitive 
presenilin-independent γ-secretase-like activity. 
 
L’activité γ-sécrétase est responsable de la libération du peptide amyloïde, 
élément central de l’hypothèse amyloïde. Il est, de ce fait, essentiel de bien 
connaître et caractériser cette activité enzymatique. Un grand nombre d’études ont 
conclu qu’un complexe multiprotéique d’au moins quatre partenaires est porteur 
de l’activité gamma-sécrétase. Cependant, d’autres études ont démontré la 
présence d’autres activités de type gamma-sécrétase susceptibles de participer à la 
production de peptides amyloïdes. Dans ce travail, l’utilisation d’un substrat 
fluorimétrique (le JMV2660) basé sur le site de clivage gamma-sécrétase sur la 
beta-APP a permis la mise en évidence plusieurs activité de type gamma-sécrétase, 
toutes sensibles au DFK167, un inhibiteur classique de gamma-sécrétase qui 
interagit avec les présénilines. 
 
Deux activités enzymatiques hydrolysent le JMV2660, à pH acide et à pH 
neutre. 
Des homogénats de cellules HEK293 hydrolysent efficacement le JMV2660 à 
pH acide. L’emploi de concentrations croissantes de substrat se traduit pas une 
augmentation proportionnelle des vitesses initiales, ce qui permet de calculer les 
paramètres cinétiques suivants : Km= 33.7 ± 3.8 µM et Vmax= 3.2 ± 0.2 
nmol/mg/min. Cette activité est réduite de près de 70% par le DFK167, un 
inhibiteur de γ-sécrétase qui cible les présénilines et présente une très forte 
sensibilité à la pepstatine, un inhibiteur de protéases acides. 
Le JMV2660 est également hydrolysé à pH neutre dans les conditions 
généralement employées pour réaliser un dosage de l’activité γ-sécrétase in vitro à 
partir d’un substrat recombinant, le C100. De façon intéressante, l’emploi d’une 
concentration saturante de JMV2660, réduit significativement la production d’Aβ 
dans ce système. 
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L’ensemble de ces données (sensibilité aux inhibiteurs, compétition avec le 
substrat recombinant) permet de conclure que les activités qui produisent Aβ et 
hydrolysent le JMV2660 sont bien identiques. 
 
L’hydrolyse du JMV2660 est sensible aux mutations des présénilines. 
Dans cette série d’expériences, les effets de mutations des présénilines, 
impliquées dans des formes familiales de la maladie d’Alzheimer, ont été mesurés 
sur l’hydrolyse du JMV2660. Des homogénats provenant de cellules, HEK293 et 
TSM1, transfectées avec des constructions codant pour les protéines sauvages, 
mutées ou un vecteur vide, ont été utilisés dans des expériences d’hydrolyse du 
JMV2660. 
La surexpression des formes sauvages des présénilines ne modifie pas 
l’hydrolyse du JMV2660. En effet, dans le complexe gamma-sécrétase, chaque 
partenaire est présent en un seul exemplaire selon une stœchiométrie 1:1:1:1. 
Aussi, substituer une préséniline sauvage à l’endogène est donc, comme attendu, 
sans effet et l’activité d’hydrolyse du substrat dans ces cellules conserve la même 
sensibilité au DFK167 que les cellules contrôles. 
La surexpression d’une forme mutée de PS1 (PS1 M146V) ou de PS2 
(PS2N141I) se traduit, dans un cas comme dans l’autre, par une augmentation 
significative de l’activité d’hydrolyse du JMV2660 par rapport aux cellules 
contrôles et cette augmentation est complètement sensible au DFK167. 
Ces données indiquent, une fois encore, que le JMV2660 se comporte comme 
attendu d’un substrat de γ-sécrétase.  
 
Une activité d’hydrolyse du JMV2660 est détectée dans les fibroblastes dont 
les gènes codant pour la nicastrine ou les présénilines sont invalidés. 
Il a déjà été démontré que l’absence d’un seul des éléments du complexe γ-
sécrétase suffit à détruire sa structure et à abolir l’activité γ-sécrétase qui lui est 
associée. La déficience en nicastrine, ou en présénilines, se traduit donc par une 
baisse drastique de la production d’Aβ. 
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Dans cette série d’expérience, j’ai mesuré une activité d’hydrolyse du JMV2660 
résiduelle dans les cellules déficientes en présénilines ou en nicastrine, mais 
également montré que cette activité demeure sensible au DFK167. 
Ces données dévoilent la présence d’au moins deux groupes de γ-sécrétases 
sensibles au DFK167, du moins dans les fibroblastes. 
  
Deux γ-sécrétases distinctes sont détectables : l’une associée à la membrane 
et l’autre soluble. 
Dans une nouvelle série d’expérimentations, la répartition subcellulaire des 
activités γ-sécrétase hydrolysant le JMV2660 a été examinée. Pour ce faire, j’ai 
réalisé un fractionnement et quantifié l’immunoréactivité des PS dans les fractions 
solubles et membranaires de fibroblastes sauvages (PS+/+) ou dépourvus de 
présénilines (PS-/-). Comme attendu, l’immunoréactivité PS1, retrouvée dans la 
fraction de départ (lysat débarrassé des débris cellulaires …) ainsi que dans la 
fraction membranaire, est absente de la fraction soluble. 
Comme les expériences précédentes l’ont démontré, dans des fibroblastes PS-/-, 
l’activité d’hydrolyse du JMV2660 est diminuée dans la fraction de départ. Cette 
réduction est également observée dans la fraction membranaire et l’activité 
résiduelle demeure sensible au DFK167. 
De façon intéressante, une activité d’hydrolyse du JMV2660 est détectable dans 
la fraction soluble et s’avère être identique dans les PS+/+ et PS-/- , tout en étant 
toujours sensible au DFK167. 
L’ensemble des informations apportées par ces expériences, a permis, d’une 
part d’établir la présence d’au moins deux activités de type γ-sécrétase et d’autre 
part, de démontrer que la diminution d’activité dans la fraction membranaire est 
entièrement liée à l’invalidation des PS ou de la nicastrine et donc à l’inactivation 
du complexe γ-sécrétase. 
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Conclusions. 
 
La production de peptide Aβ est l’évènement clef dans l’hypothèse amyloïde. 
Aussi, la compréhension des mécanismes qui conduisent à cette production est 
essentielle. 
La β-sécrétase, libérant l’extrémité N-terminale du peptide, est bien 
caractérisée et fait l’objet d’un consensus. A l’inverse, de nombreuses études, 
biochimiques, pharmacologiques et génétiques, ont caractérisé la γ-sécrétase et 
installé les présénilines dans ce rôle mais cela reste débattu. 
D’après les résultats issus du développement d’inhibiteurs dirigés contre les 
PS, les effets délétères qui seraient associés à l’inhibition totale de la γ-sécrétase, 
tant au niveau du système nerveux central qu’au niveau périphérique, sont un 
écueil majeur dans la stratégie consistant à bloquer la γ-sécrétase afin de ralentir, 
voire stopper, la progression de la pathologie. Néanmoins, des études ont relancé 
les perspectives thérapeutiques basées sur l’inhibition de la γ-sécrétase. En effet, 
deux approches permettent de réhabiliter cette voie : d’une part, il possible de 
moduler efficacement la production de peptide Aβ sans pour autant affecter la 
protéolyse de NOTCH (composés JLK, lithium, gleevec) et d’autre part, plusieurs 
études apportent les preuves de l’existence de plusieurs activités de type γ-
sécrétase indépendantes des PS. 
 
Cette étude a permis de montrer que le JMV2660 se comporte comme attendu 
d’un substrat de γ-sécrétase mais également confirmé, comme d’autres études 
précédemment, la présence d’une (ou plusieurs) activité γ-sécrétase indépendante 
des présénilines. Les protocoles mis au point pour ces travaux ne permettent pas, 
en l’état, de déterminer si cette activité peut être directement reliée aux différentes 
activités déjà décrites. Malgré cela, il est désormais possible de mesurer en routine 
des activités γ-sécrétase grâce au JMV2660 et ceci devrait permettre à terme de 
finaliser la caractérisation et la purification de (des ?) l’activité γ-sécrétase 
indépendante des présénilines. 
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Abstract 
 Aβ peptides production is thought to be a key event in the neurodegenerative 
process ultimately leading to Alzheimer’s disease pathology. A bulk of studies 
concur to propose that the C-terminal moiety of Aβ is released from its precursor 
βAPP by a high molecular weight enzymatic complex referred to as γ-secretase, that 
is composed of at least, nicastrin, Aph-1, Pen-2 and presenilins 1 or 2. Presenilins are 
thought to harbor the γ-secretase catalytic activity. However, several lines of 
evidence suggest that additional γ-secretase-like activities could potentially 
contribute to Aβ production. By means of a quenched fluorimetric substrate 
(JMV2660) mimicking the βAPP sequence targeted by γ-secretase, we first show that 
as expected, this probe allowed monitoring of an activity detectable in several cell 
systems including the neuronal cell line TSM1. This activity is blocked by DFK167, an 
inhibitor known to physically interact with presenilins. Interestingly, this substrate 
inhibits Aβ production in an in vitro γ-secretase assay as expected from a putative 
substrate competitor. This activity was enhanced by PS1 and PS2 mutations known 
to be responsible for familial forms of Alzheimer’s disease and reduced in cells 
devoid of presenilins or nicastrin. However, we clearly establish that residual 
JMV2660-hydrolysing activity could be recovered in PS- and NCT-deficient 
fibroblasts and that this activity remained inhibited by DFK167. Overall, our study 
describes the presence of a γ-secretase activity independent of presenilins but still 
blocked by DFK167, indicating that the presenilin-dependent complex could not be 
the unique γ-secretase activity responsible for Aβ production and delineate 
 3 
presenilin-independent γ-secretase activity as a potential additional therapeutic 
target to fight Alzheimer’s disease pathology.  
 
Introduction 
 In Alzheimer’s disease-affected brains, cortices are invaded by extracellular 
deposits named senile plaques, the main components of which correspond to a set of 
hydrophobic peptides referred to as Aβ peptides (Selkoe 1991). These lesions occur in 
both sporadic and monogenic forms of AD that invariably end with death. Cell 
biology and immunohistology studies delineated Aβ peptides as one of the common 
denominator likely contributing to the neurodegenerative process and cognitive 
impairment observed in AD. Accordingly, the most promising and exciting approach 
envisioned to date to slow down or halt AD progression is based on vaccination 
strategies targeting Aβ that wipe out brains from Aβ-related lesions and restore 
cognitive function in “Alzheimerized” transgenic animals (Schenk et al. 1999; Schenk 
et al. 2004).  
An obvious alternative strategy could be to impair proteolytic production of 
Aβ peptides. Aβ derives from a transmembrane protein precursor, the amyloid 
precursor protein (βAPP) by β- and γ-secretases that yield free N- and C-terminal Aβ 
moieties, respectively (Checler 1995). β-secretase is an aspartyl protease called 
BACE1 (Beta-site APP Cleaving Enzyme 1 or memapsin 2 or ASP2 (Hussain et al. 
1999; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000). Most of the 
data indicate that BACE1 is if not the unique, at least the major enzyme harboring β-
secretase activity (Luo et al. 2001; Roberds et al. 2001). Based on the initial report that 
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Aβ production derived from over-expressed βAPP was abolished by presenilin-1 
depletion (De Strooper et al. 1998), it has been proposed that presenilins 1 and 2 
(PS1/PS2), the two proteins responsible for most of genetic AD cases, could be 
functionally related to the γ-secretase (Haass and De Strooper 1999; Wolfe 2001; 
Sisodia and St George-Hyslop 2002). Indeed, PSs contributes to Aβ production within 
a high molecular complex that comprises at least nicastrin, Aph-1 (anterior pharynx 
defective-1) and Pen-2 (presenilin-enhancer-2) besides PS1 or PS2 (Edbauer et al. 
2003; Kimberly et al. 2003; Takasugi et al. 2003). Inhibitors that interact physically 
with PS lower Aβ production (for review see (Wolfe et al. 2003)). This observation, 
together with mutational delineation of “catalytic” residues (Wolfe et al. 1999) led to 
the proposal that PS1/2 could indeed correspond to the catalytic core of the high 
molecular weight PS-dependent γ-secretase complex.  
Several lines of data indicate that the PS-dependent γ-secretase activity could 
not be the unique proteolytic entity harboring γ-secretase activity. First, we and 
others demonstrated that fibroblasts devoid of PS could indeed still produce 
endogenous Aβ (Armogida et al. 2001; Wilson et al. 2003). Interestingly, Lai and 
colleagues characterized a γ-secretase-like activity from PS-deficient blastocysts able 
to preferentially generate Aβ42 (Lai et al. 2006). This agreed well with the previous 
study by Wilson and colleagues showing that intracellular Aβ42 production could be 
evidenced in PS-deficient cells (Wilson et al. 2002) The possibility that several γ-
secretases could contribute to the production of Aβ is not only fundamentally 
interesting. Thus, blockade of PS-dependent activity triggers severe side-effects and 
cast doubts on the possibility to consider this γ-secretase as a therapeutic target.  
 5 
Here we describe an acidic protease that cleaves a fluorimetric substrate 
mimicking the βAPP sequence corresponding to that targeted by γ-secretases. Both 
pharmacogical and mutational approaches clearly show that this substrate indeed 
allows monitoring of PS-dependent γ-secretase activity. However, our study also 
shows that an additional activity present in PS- and NCT-deficient cells could be 
detected. Strikingly, this PS-independent activity remains sensitive to DFK167 in 
membrane preparations from PS-/- cells. Altogether, our study characterizes DFK167-
sensitive PS-dependent and PS-independent γ-secretases and open avenues for the 
search of additional γ-secretase activities. 
 
Materials and Methods 
 
Synthesis of JMV2660 
The quenched fluorogenic substrate Abz-GGVVIATVK(DNP)rrr-NH2 
containing three D-Arginine residues (r) is a close analogue of that reported by 
Farmery et al. (2003), where the donor-acceptor pair Nma/Dnp was replaced by 
Abz/Dnp. It was synthesized following classical procedures (Andrau et al. 2003), 
purified by reverse phase HPLC and analysed by mass spectrometry (expected mass, 
1595.3; experimental mass, 1595.4).  
 
Cell lines and culture 
Presenilins (PS)-null, nicastrin (NCT)-null and their corresponding wild-type 
fibroblasts were obtained and cultured as previously described (Herreman et al. 
2000; Li et al. 2003). Stably transfected HEK293 cells over-expressing empty pcDNA3, 
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wild-type PS1 (wtPS1), M146V-PS1, wild-type PS2 (wtPS2) or N141I-PS2 were 
obtained and cultured as previously described (Marambaud et al. 1998; Alves da 
Costa et al. 2002). TSM1 stable transfectants expressing wtPS1, M146V-PS1, wtPS2 
and N141I-PS2 were obtained by transfection of naïve cells with 2μg of the 
corresponding cDNA cloned in pcDNA3 vector using the Lipofectamine 2000 
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer procedures. Positive clones were 
identified by western blotting as described further in the methods.  
 
 
Western-blot analysis 
Fifty µg of proteins were subjected to SDS-PAGE 12% acrylamide Tris/glycine 
gels, transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond C, GE Healthcare) blocked 
with non-fat milk and probed overnight with different antibodies: anti-NTF PS1 and 
anti-loop PS2 (Thinakaran et al. 1996), anti-nicastrin (Sigma), anti-actin or anti-
tubulin (Sigma) antibodies. Immunological complexes were detected with the 
appropriate peroxidase-conjugated antibodies (anti-mouse or anti-rabbit, 1/2000 
dilution) and revealed using a chemoluminescence method with Lumi-light western 
blotting substrate (Roche) as described by the manufacturer. Chemoluminescence 
was recorded using a Luminescence Image Analyser LAS-3000 (Raytest, Courbevoie, 
France) and quantifications were performed using the AIDA analyser software. 
 
JMV2660-hydrolysing activity measurements in cell homogenates.  
Cells were grown in 100-mm dishes until 95 % confluence then, culture media 
were discarded, cells washed once with Phosphate Buffered Saline (PBS) and 
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collected in PBS containing EDTA (5mM). Cells were pelleted by centrifugation, 
lysed in 200 μl Tris buffer 10mM, pH 7.0 and extensively homogenized through a 
25G needle. The resulting lysate was spun (800 x g, 10min, 4°C) to remove nuclei and 
cellular debris. The supernatants were collected and their proteins concentrations 
determined by the Bradford method (Bradford 1976). Forty μg of proteins were 
incubated with JMV2660 (10μM) in a reaction buffer containing Tris (25mM, pH 3.5 
or 7.0), TES, MES and Na+/Acetate (25mM of each compound) in the absence or in 
the presence of DFK167 (10μM). The fluorescence was monitored using the 
Fluoroscan Ascent apparatus (Thermo Labsystems) at 320 nm and 420 nm as 
excitation and emission wavelengths, respectively. Controls include membrane 
proteins or substrate alone and background fluorescence was subtracted to recorded 
fluorescence. Initial velocities were derived from the linear part of the curves. 
 
Preparation of the membrane fractions. 
Intact cell pellets were suspended in Tris 10mM, pH 7.5 and subjected to 
repeated passages through a 25G needle. Homogenates were first centrifuged at 800 
x g for 10 min at 4°C to eliminate cell debris and the resulting supernatant (S1) was 
subjected to an additional centrifugation (20 000 x g, 1h, 4°C). Supernatants (S2) were 
kept and pellets (P) resuspended in Tris 10mM, pH 7.5 (40% of initial lysis volume). 
S2 and P fractions (40μg of proteins) were directly used for JMV2660-hydrolyzing 
activity assays.  
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Preparation of solubilized membranes 
Pellets fractions (P, see above) were resuspended in a citrate buffer (150mM, 
pH 6.4) containing 3-[(3-cholamydopropyl) dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propane 
sulfonate (CHAPSO, 1% (v⁄v) termed “solubilization buffer”. Samples were diluted 
with solubilization buffer to yield a 1mg/ml final protein concentration and were 
referred to as “solubilized membranes”. All steps were performed at 4°C. 
 
In vitro γ-secretase assay. 
  “Solubilized membranes” (5μl) were diluted once with sodium citrate buffer, 
(150mM, pH 6.4) and 10μl of reaction buffer (sodium citrate (150mM, pH 6.4) 
containing dithiothreitol (20mM), bovine serum albumin (0.2mg/ml), egg 
phosphatidyl choline (1mg/ml) and recombinant C100-FLAG (50μg/ml). The 20µl 
resulting reaction mix were then either incubated over constant agitation for 16h at 
37°C or stored at 4°C (negative controls). Samples were then supplemented with 2X 
Tris-Tricine loading buffer (20μl), boiled for 5min and subjected to western blot for 
Aβ analysis using SDS-PAGE 16% acrylamide Tris/Tricine gel, transferred onto 
nitrocellulose membranes (Hybond C, GE Healthcare) blocked with non-fat milk and 
probed overnight with the 6E10 antibody (VWR). Immunological complexes were 
detected with a peroxidase-conjugated antibody (anti-mouse, 1/2000 dilution) and 
revealed using a chemoluminescence method with Lumi-light western blotting 
substrate (Roche) as described by the manufacturer. Chemoluminescence was 
recorded using a Luminescence Image Analyser LAS-3000 (Raytest, Courbevoie, 
France) and quantifications were performed using the AIDA analyser software. 
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Statistical analysis. 
Statistical analysis was performed with Prism software (Graphpad, San Diego) 
using the Student-Newman-Keul's multiple comparison test for one-way analysis of 
variance or unpaired t test for pairwise comparison. 
 
Results 
Characterization of acidic and neutral JMV2660-hydrolysing activities. 
 JMV2660 is an intramolecularly quenched fluorimetric peptide, the sequence 
of which mimics the Aβ domain of the βAPP. This probe differs from a previously 
reported close analog (Farmery et al. 2003) in that the original donor-acceptor pair 
Nma/Dnp has been substituted for Abz/Dnp (Fig.1). Fig. 2A shows that HEK293 
cells readily hydrolyze JMV2660 at acidic pH, while the activity was barely 
detectable at neutral pH, after two hours of incubation with cell homogenate. Kinetic 
analysis of JMV2660 performed at pH3.5 indicates a strict substrate concentration 
dependency of initial velocities measurements (Fig.2B) and allowed deriving a Km 
value of 33,7 ± 3,8 μM and a Vmax of 3.19 ± 0,2 nmol/mg/min (see Lineweaver-Burk 
fit in Fig. 2B, insert). The presenilin-directed γ-secretase inhibitor DFK167 (referred to 
as MW167 in (Wolfe 2008) reduces acidic JMV2660-hydrolysing activity by about 
70% (Fig.2A). The acidic protease inhibitor pesptatin achieved virtually full 
inhibition of the activity at a concentration of 10μM while AEBSF, iodoacetamide and 
o-phenanthroline remained inert on JMV2660-hydrolysing activity (data not shown). 
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Although at a lesser extent, JMV2660 could also be hydrolyzed at neutral pH 
in a temperature- and DFK167- sensitive manner (Fig.2C). This is an important 
observation to link JMV2660 hydrolyzing activity to γ-secretase involved in Aβ 
production. Thus, Aβ generation in reconstituted in vitro γ-secretase assay is often 
and even sometimes maximal around neutral pH values (Li et al. 2000; Pinnix et al. 
2001; Sato et al. 2003). Therefore, we postulated that if JMV2660-hydrolysis and Aβ 
generation were due to the same activity, JMV2660 should compete for Aβ 
production in an in vitro γ-secretase assay. First, we establish that CHAPSO-
solubilized membranes readily produce Aβ from C100 Flag substrate at 37°C (Fig. 
2D). This production was fully abolished by DFK167 and did not occur at 4°C (not 
shown). Interestingly, JMV2660 dose-dependently prevented Aβ production with a 
maximal inhibition achieved at a saturating concentration of 500μM of JMV2660 (Fig. 
2D). Altogether, pH dependency, sensitivity to DFK167 and competition experiments 
all suggests that JMV2660-hydrolyzing activity indeed corresponds to genuine γ-
secretase activity.  
 
JMV2660-hydrolysing activity is affected by presenilin mutations. 
 We examined the influence of PS1 and PS2 mutations known to elevate Aβ 
production on JMV2660-hydrolyzing activity in HEK293 cells. Stably transfected cells 
over-expressing either wild-type PS1 or PS2 (Fig.3A) display DFK167-sensitive 
JMV2660-hydrolyzing activity that is similar to that observed in control mock-
transfected cells (Fig.3B). This is not unexpected since transfected PS substitute for 
their endogenous counterparts within the γ-secretase complex where all partners 
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contribute on a 1/1/1/1 stochiometry. As a corollary, over-expression of wild-type 
PS does not modulate endogenous production of Aβ and therefore, do not affect γ-
secretase activity. By contrast, over-expression of mutated M146V-PS1 and N141I-
PS2 significantly augment DFK167-sensitive JMV2660-hydrolyzing activity (Fig.3B). 
Interestingly, the same mutations similarly enhance DFK167-sensitive JMV2660-
hydrolyzing activity in TSM1 neuronal cells (Fig.4A,B). In the latter cell, we have 
established that over-expression of D257A-PS1, a catalytically inactive mutant of PS1 
that abrogates Aβ production (Wolfe et al. 1999), indeed reduces the DFK-167 
sensitive JMV2660-hydrolyzing activity by about 40% (data not shown). Therefore, 
JMV2660-hydrolyzing activity is modulated by familial and artificial AD mutations 
known to enhance/reduce Aβ production as would be expected from a genuine γ-
secretase activity. 
 
JMV2660-hydrolyzing activity in PS- and nicastrin-deficient fibroblasts. 
 It has been demonstrated that the absence of only one of the components of 
the γ-secretase complex is sufficient to fully disrupt its structural build up and to 
abolish γ-secretase-associated activity. Thus, PS and nicastrin (NCT) depletion 
abrogates Aβ production (De Strooper et al. 1998; Li et al. 2003). We therefore 
compared the status of JMV2660-hydrolyzing activity in wild-type and PS or NCT-
deficient fibroblasts (Fig.5A). We show that PS deficiency triggers a 35% reduction of 
JMV2660-hydrolyzing activity (Fig.5B). However, a substantial JMV2660-hydrolyzing 
activity was recovered in PS-deficient cells. Interestingly, this PS-independent γ-
secretase activity remained fully sensitive to DFK167 (Fig.5B). This set of data was 
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corroborated by the analysis of JMV2660-hydrolyzing activity in NCT-deficient 
fibroblats that shows that 40% of total DFK167-sensitive activity remained detectable 
in NCT-/- fibroblasts (Fig. 5B). Altogether, this data indicates the presence of PS and 
NCT-independent DFK167-sensitive JMV2660-hydrolyzing activity, suggesting the 
presence of distinct pools of γ-secretase at least in fibroblasts. 
  
DFK167-sensitive JMV2660-hydrolyzing activity partitions between soluble and 
membrane-associated compartments.  
 We examined the distribution of JMV2660-hydrolyzing activity within soluble 
and membrane-bound compartments (see Fig. 6A) in PS+/+ and PS-/- fibroblasts and 
compared it to the distribution of PS. As expected, in PS+/+ fibroblasts, whole PS1-
like immunoreactivity present in S1 was recovered in the pellet fraction (P) while the 
protein was not detectable in the soluble S2 fraction (Fig.6B). In agreement with our 
above data, DFK167-sensitive JMV2660-hydrolyzing activity was reduced in S1 as 
well as in the membrane bound fraction but we confirmed the presence of a 
membrane-associated DFK167 sensitive JMV2660-hydrolyzing activity in PS-
deficient cells (Fig.6C). Interestingly, a JMV2660-hydrolyzing activity was detected in 
the S2 soluble fraction that was similar in PS+/+ and PS-/- fibroblasts (Fig.6C). This 
data first indicates that the decrease of JMV2660-hydrolyzing activity triggered by PS 
deficiency in the S1 fraction can be fully accounted for by the loss of activity 
observed in the membrane fraction P and it confirms the occurrence of a DFK167-
sensitive but PS-independent JMV2660-hydrolyzing activity at least in fibroblasts. 
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Discussion 
Aβ deposition is a central event accompanying the neurodegenerative process 
characterizing Alzheimer’s disease pathology. In this context, a huge amount of 
studies aimed at identifying the activities responsible for Aβ formation has been 
carried out and reports consensually agree that the acidic protease BACE1, accounts 
for most of the β-secretase activity that releases the N-terminal part of Aβ peptides 
(Vassar 2001). Even if the β-secretase-mediated cleavage is the first and limiting step 
in the formation of Aβ, the search for the γ-secretase activity appeared at first glance 
of prior interest because this enzyme conditions the nature of the C-terminal end of 
Aβ peptides. Thus, a single two-amino-acid shift in the site of cleavage yields Aβ 
peptides of 40 or 42 amino-acids harboring drastically distinct biophysical properties, 
the latter being substantially more prone to aggregation than the shorter counterpart 
(Burdick et al. 1992).  
That mutations on PS modify Aβ production and mainly alter the ratio of 
Aβ42 versus Aβ40 productions was the first clue that PS could have “something to 
do” with γ-secretase-mediated proteolytic process. The seminal paper by De 
Strooper’s group showing that PS1 depletion abrogated the Aβ production in βAPP-
transfected PS1 fibroblasts (De Strooper et al. 1998) was the kick-off signal of a bulk 
of biochemical, pharmacological and genetic studies supporting the view that PS 
could behave as the genuine γ-secretase. Among these works, the demonstration that 
PS harbors aspartyl residues accounting for the acidic protease nature of γ-secretase 
(Wolfe et al. 1999) and their physical targeting with inhibitors abolish Aβ production 
was considered by many as the final demonstration that PS correspond to the γ-
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secretase activity (Selkoe and Wolfe 2000; Wolfe 2001; Haass and Steiner 2002). The 
subsequent demonstration that PS-directed inhibitors trigger severe side-effects in 
both central nervous system and in the periphery drastically tempered the 
enthusiasm for the simple idea that blocking γ-secretase could be a safe and powerful 
mean to slow down or arrest AD pathology. Furthermore, the demonstration that 
PS/γ-secretase was in fact a high molecular weight multi-proteic complex composed 
of, at least, three other components besides PS, namely Aph-1, Pen-2 and NCT 
(Edbauer et al. 2003; Kimberly et al. 2003; Takasugi et al. 2003) has brought another 
level of complexity. Thus, with two distinct presenilins, three Aph-1 isoforms and 
even two splice isoforms of Aph-1a, one can envision that several distinct complex 
harboring their own specific composition (Sato et al. 2007) could be responsible for 
distinct function as has been suggested recently (Serneels et al. 2005). 
Meanwhile, two sets of studies have restored hope with regards to γ-secretase 
directed strategies. First, several works have shown that one could target Aβ 
production without systematically triggering potential side-effects. Thus, JLK 
inhibitors (Petit et al. 2001), non steroidal anti-inflammatory drugs (Weggen et al. 
2001), the antidepressant drug lithium (Phiel et al. 2003), the tyrosine kinase inhibitor 
Gleevec (Netzer et al. 2003) and the cargo protein TMP21 (Chen et al. 2006) all inhibit 
Aβ production without affecting Notch processing known to account for some of the 
above-cited side-effects. Second, another set of data suggests the presence of PS-
independent γ-secretase-like activities. First, we demonstrated that PS-deficient 
fibroblasts could generate endogenous Aβ (Armogida et al. 2001). This agrees well 
with a study by De Strooper’s group showing that Aβ2-42 production was not 
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affected by PS-deficiency (Wiltfang et al. 2001). In agreement with these data, Wilson 
and colleagues showed that there existed both PS-dependent and PS-independent γ-
secretase (Wilson et al. 2003), the latter being likely, at least, responsible for 
production of Aβ42 in early secretary compartments (Wilson et al. 2002). This study 
agrees well with the work by Lai and colleagues that reported on an Aβ42-specific 
generating protease purified from PS-deficient blastocysts (Lai et al. 2006). 
We have synthetized an intramolecularly quenched fluorimetric peptide 
(JMV2660) based on the sequence reported by Farmery and Colleagues (Farmery et 
al. 2003). This substrate was used as a probe to follow γ-secretase activity. Six lines of 
data suggest that JMV2660 indeed allows monitoring of PS-dependent γ-secretase. 
Thus, JMV 2660-hydrolysing activity is: 1) maximally active at acidic pH and fully 
blocked by pepstatin; 2) inhibited by the PS-directed inhibitor DFK167; 3) enhanced 
by presenilin-associated FAD mutations; 4) reduced by mutations targeting PS 
catalytic aspartyl residues; 5) lowered by PS deficiency; 6) reduced by nicastrin 
deficiency. Thus, JMV2660 is a useful fluorimetric probe allowing monitoring of PS-
dependent activity. Interestingly, our demonstration that JMV2660 competes with Aβ 
production in an in vitro γ-secretase assay, indicates that JMV 2660-hydrolysing 
activity and Aβ-forming enzyme likely correspond to the same molecular entity. 
Of most importance is our demonstration that there also exists a PS-
independent γ-secretase activity. Thus, we were able to monitor a JMV 2660-
hydrolysing activity in both PS- and NCT-deficient fibroblasts. Interestingly, this 
activity is an acidic protease that is also sensitive to PS-directed γ-secretase inhibitor. 
Thus, JMV 2660-hydrolysing activity is a mix of PS-dependent and PS-independent 
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activities that are all blocked by DFK167. This also shows that DFK167 is a PS-
directed inhibitor with loose specificity and corroborates our previous study 
showing that this inhibitor interferes with caspase-3-mediated cell death in PS-
deficient fibroblasts (Alves da Costa et al. 2004). Our data do not yet allow 
determining whether the PS-independent JMV 2660-hydrolysing activity could 
account for the PS-independent proteolytic activities described above. The use of the 
fluorimetric probe should allow monitoring rapidly and in routine the enriched-cells 
or tissues displaying the highest JMV 2660-hydrolysing activity in order to achieve 
purification and characterization of the PS-independent γ-secretase activity. 
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Legends to figures 
 
Fig1: Schematic representation of the JMV2660 fluorimetric substrate. Upper 
sequence corresponds to the βAPP sequence where the C-terminal residues of the Aβ 
domain targeted by γ-secretase that liberates Aβ40 or Aβ42 are boxed. Lower 
sequence corresponds to JMV2660. Note that three D-arginyl residues have been 
incorporated in order to increase peptide solubility. Intramolecular quenching of the 
aminobenzoyl (Abz group) fluorescence is assured by dinitrophenol (DNP).  
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Fig2: Characterization of DFK167-sensitive JMV2660-hydrolysing activity. A) 
Hydrolysis of JMV2660 (10μM) by HEK293 cells homogenates (40μg of proteins, 2 
hours, 37°C) prepared as described in the Methods, in the absence (black bars) or in 
the presence of DFK167 (10μM, gray bars) in buffer assay adjusted to pH3.5 or pH7.0. 
Bars are means ± SE of 3 independent experiments. B) Kinetic analyses of the 
hydrolysis of increasing concentrations of JMV2660 (3, 6, 10, 30 and 60μM) by 
HEK293 cells homogenates (40μg of proteins). Insert corresponds to the Lineweaver 
and Burke fit. Points correspond to the means of 3 independent experiments. C) In 
vitro γ-secretase assay (see methods) performed with JMV2660 (50μM) in the absence 
or in the presence of DFK167 (50μM). D) In vitro γ-secretase assay performed with 
recombinant C100-FLAG in the presence of the indicated concentrations of JMV2660 
(used as competitor) or DMSO. Aβ immunoreactivity was monitored as described in 
the Methods. Bars are the means of 3 independent experiments and are expressed as 
percent of control of Aβ immunoreactivity recovered in control DMSO conditions.  
*p<0.05; ** p<0.01. 
 
Fig3: Presenilin mutations enhance JMV2660-hydrolysing activity in HEK293 cells. 
A) Analysis of PS1- (left) or PS2- (right) like immunoreactivities in the indicated 
stably transfected HEK293 cell lines. fl, full-length; NTF, N-terminal fragment; CTF, 
C-terminal fragment. B) JMV2660-hydrolysing activity was monitored in 
homogenates (40μg of proteins) of the indicated cell line in the absence (black bars) 
or in the presence (gray bars) of DFK167 (10μM). Bars are means ± SE of 6 
independent experiments. AU, arbitrary units. * p<0.05; ** p<0.01;***, p<0.001. 
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Fig4: Presenilin mutations enhance JMV2660-hydrolysing activity in TSM1 
neuronal cells. A) Analysis of PS1- (left) or PS2- (right) like immunoreactivities in the 
indicated stably transfected TSM1 cell lines. fl, full-length; NTF, N-terminal 
fragment; CTF, C-terminal fragment. B) JMV2660-hydrolysing activity was 
monitored in homogenates (40μg of proteins) of the indicated cell line in the absence 
(black bars) or in the presence (gray bars) of DFK167 (10μM). Bars are means ± SE of 
6 independent experiments. AU, arbitrary units. * p<0.05; ** p<0.01;***, p<0.001. 
 
Fig5: JMV2660-hydrolyzing activity in presenilin and nicastrin-deficient 
fibroblasts. A) Analysis of PS1-like immunoreactivity in wild-type (PS+/+) and 
presenilin-deficient (PS-/-) fibroblasts. NTF, N-terminal fragment; CTF, C-terminal 
fragment B) JMV2660-hydrolysing activity was monitored in homogenates (40μg of 
proteins) of PS+/+ and PS-/- cell lines, in the absence (black bars) or in the presence 
(gray bars) of DFK167 (10μM). Bars are means ± SE of 8 independent experiments. C) 
Analysis of nicastrin (NCT)-like immunoreactivity in wild-type (NCT+/+) and NCT-
deficient (NCT-/-) fibroblasts. Ns, non specific band observed only in NCT-/- cells. D) 
JMV2660-hydrolysing activity was monitored in homogenates (40μg of proteins) of 
NCT+/+ and NCT-/- cell lines, in the absence (black bars) or in the presence (gray 
bars) of DFK167 (10μM). Bars are means ± SE of 3 independent experiments. 
***p<0.001 compared to corresponding samples without DFK167; ap<0.001 compare 
black bars.  
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Fig6: Subcellular localization of PS-dependent and PS-independent JMV2660 
hydrolysing activities. A) Schematic representation of the protocol used to yield 
membrane fractions according to the procedure described in the Methods. B) 
Western-blot analysis of PS1-like immunoreactivity in S1, S2 and P fractions 
prepared from wild-type (P+), and PS1-/-PS2-/- fibroblasts (P-) were performed as 
described in the Methods. NTF, N-terminal fragment. C) JMV2660-hydrolysing 
activity was monitored in S1, S2 and P fractions (40μg of proteins) prepared from the 
indicated fibroblastic cell lines, in the absence (black bars) or in the presence (gray 
bars) of DFK167 (10μM). Bars are means ± SE of 3 independent experiments. *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001 compared to corresponding samples without DFK167; ap<0.05; 
bp<0.001 compared to the activity recovered in control P+ cells; ns, not statistically 
significant. 
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B. Travaux réalisés en collaboration 
 
 
1. Article 3: NFκB-dependent Control of BACE1 Promoter 
Transactivation by Aβ. 
 
Dans les cerveaux des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, l’activité β-
sécrétase portée par la protéine BACE1 augmente, contribuant à une production 
accrue de peptides amyloïdes qui, du fait de l’augmentation de leurs 
concentrations, acquièrent leurs propriétés neurotoxiques. Les mécanismes 
conduisant à cette augmentation n’ayant pas été déterminé, l’objectif de cette 
étude a été d’examiner les facteurs impliqués dans la régulation de BACE1. 
 
Dans cette étude, j’ai collaboré aux aspects, qui proches de mon sujet de thèse, 
impliquent la γ-sécrétase et la production d’Aβ résultant de son activité.  
 
Les présénilines sont impliquées dans la régulation de BACE1. 
Une première partie de l’étude a porté sur une implication putative des 
présénilines dans la régulation positive de BACE1. En effet, les présénilines 
interagissent directement avec BACE1 (Hebert et al., 2003) et semblent agir sur sa 
maturation (Kuzuya et al., 2007).  
Dans le but de déterminer le rôle des présénilines, nous avons utilisé des 
fibroblastes murins sauvages (PS+/+) ou dépourvus des deux présénilines (PS-/-). 
L’absence des présénilines dans des fibroblastes conduit à une diminution de 
l’immunoréactivité de la forme mature de BACE1. De plus, son activité 
enzymatique, mesurée à l’aide d’un substrat fluorimétrique mimant le site de 
clivage par BACE1 sur la βAPP, est également réduite. 
D’autre part, des expériences de transfection d’une construction codant pour la 
luciférase sous le contrôle du promoteur de BACE1 dans les fibroblastes PS+/+ ou 
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PS-/- ont montré une diminution drastique de la transactivation du promoteur de 
BACE1. 
 
Les présénilines exerceraient donc un contrôle sur BACE1 tant au niveau 
transcriptionnel que post-traductionnel. 
 
La γ-sécrétase dépendante des présénilines est impliquée dans la régulation 
de BACE1. 
Les précédents résultats ont abouti à la conclusion que les présénilines sont 
impliquées dans la maturation de BACE1. Aussi, nous avons voulu déterminer si 
cette implication met également en jeu l’activité γ-sécrétase dépendante des 
présénilines. 
Dans ce but, nous avons transfecté des cellules HEK293 avec une construction 
codant pour la préséniline sauvage ou la préséniline mutée sur les deux résidus 
aspartate (D257A et D385A) potentiellement impliqués dans l’activité γ-sécrétase. 
La surexpression de la forme sauvage de PS1 augmente légèrement l’activité 
enzymatique de BACE1. A l’inverse, la surexpression de la forme mutée réduit 
cette activité de près de 50%. 
De plus, le traitement de fibroblastes PS+/+ avec du DFK167, un inhibiteur de 
γ-sécrétase, entraine une diminution de l’activité enzymatique de BACE1 tandis 
que le même traitement appliqué sur les fibroblastes PS-/- ne produit aucune 
modification mesurable de l’activité β-sécrétase. 
 
L’inhibition de la γ-sécrétase par ces deux approches, utilisation d’un mutant 
dominant négatif ou d’un agent pharmacologique, affecte l’activité enzymatique 
de BACE1. La régulation positive de BACE1 semble, donc, directement liée à 
l’activité γ-sécrétase dépendante des présénilines. 
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Le produit de clivage de la βAPP par la γ-sécrétase, AICD, ne module BACE1 
ni in vitro ni in vivo. 
Comme nous avons démontré l’implication de l’activité γ-sécrétase dans la 
régulation de BACE1, nous avons voulu vérifier le rôle du produit de clivage de la 
βAPP par la γ-sécrétase, AICD. Ce fragment cytosolique peut être généré par deux 
coupures distinctes, ε- et γ qui libèreraient respectivement C50 et C59. Il convient 
de noter que, selon toute vraisemblance C59 n’existe pas : il semble que le clivage 
γ-sécrétase intervienne après le clivage ε-sécrétase obérant de ce fait toute 
possibilité de voir apparaitre C59, de plus, ce fragment n’a jamais été détecté ni in 
vitro ni in vivo. Cependant, C50 et C59 sont susceptibles de transloquer au noyau 
où ils exercent une fonction de facteur de transcription. 
Des transfections transitoires de constructions codant pour « les AICD », C50 
ou C59, en association avec Fe65 et Tip60, deux protéines qui permettent leur 
stabilisation et favorisent leur translocation au noyau, ne produisent pas de 
modulation de l’expression de BACE1 tant dans les fibroblastes PS+/+ que dans les 
fibroblastes PS-/- . 
Reproduites dans des HEK293, ces transfections n’entrainent pas, non plus, de 
modification de l’activité transcriptionnelle du promoteur de BACE1. 
 
Ces résultats ont été confirmés in vivo ; en effet, aucun changement dans 
l’expression et l’activité de BACE1 n’est détectable dans les cerveaux de souris 
transgéniques surexprimant concomitamment AICD (C59) et Fe65. Il faut noter 
que la néprilysine et p53 sont régulées positivement, par AICD, dans ce modèle 
(Alves da Costa et al., 2006; Pardossi-Piquard et al., 2005). 
 
 
Une production exacerbée du peptide amyloïde, Aβ, augmente l’activité 
transcriptionnelle du promoteur de BACE1. 
Sachant que l’AICD n’est pas impliqué dans la régulation de BACE1, nous 
avons voulu identifier quel autre fragment provenant des clivages de la βAPP 
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pourrait l’être. Pour cela, nous avons employé les constructions codant pour la 
βAPP sauvage (βAPPwt) ou arborant la double mutation suédoise (βAPPswe) 
ainsi qu’une construction particulière codant pour une forme de βAPP amputée 
d’une partie de sa séquence C-terminale, AICD (βAPPε). 
La transfection transitoire de ces trois constructions conduit à une hausse de la 
sécrétion d’Aβ et parallèlement, l’activité, l’expression et la transactivation du 
promoteur de BACE1 sont augmentées. De plus, l’emploi du DFK167 pour inhiber 
la production d’Aβ, dans des lignées cellulaires HEK293 surexprimant stablement 
la βAPPwt ou la βAPPε, antagonise, en partie, l’augmentation de l’activité β-
sécrétase et de la transactivation du promoteur de BACE1, observées dans les 
cellules non traitées. Ces résultats mettent en évidence une dépendance de la 
régulation de BACE1 vis-à-vis d’Aβ. 
 
Finalement, après avoir identifié un lien entre Aβ et BACE1, nous avons voulu 
déterminer si cette régulation est dépendante de la quantité d’Aβ produite. Ceci 
est démontré efficacement par l’emploi de lignées surexprimant la βAPPwt ou la 
βAPPswe : l’importante hausse de la production d’Aβ, imputable à la 
surexpression de la βAPPswe, se traduit par une augmentation de la 
transactivation du promoteur de BACE1 nettement plus marquante que celle 
observée dans les lignées surexprimant la βAPPwt, qui présentent une production 
moindre d’Aβ. Cette augmentation est partiellement abolie par le DFK167 et, de 
façon intéressante, l’inhibition de la γ-sécrétase, dans une lignée transfectée avec 
un vecteur vide, ne semble pas modifier la transactivation du promoteur de 
BACE1 bien que la production d’Aβ endogène soit diminuée. 
 
L’absence d’effet, sur BACE1, de la baisse de la production endogène d’Aβ a 
été confirmée dans des fibroblastes dont les gènes codants pour la βAPP et APLP2 
ont été invalidés. L’absence d’APLP2 dans ce modèle cellulaire, naturellement 
dépourvu d’APLP1, permet de s’affranchir de tous les effets potentiellement liés 
aux produits de clivages des analogues de la βAPP. Dans ce modèle, l’absence de 
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production d’Aβ n’affecte ni l’expression ni l’activité enzymatique de BACE1 
suggérant ainsi, que le contrôle exercé par Aβ sur BACE1 ne se produit que 
lorsque le peptide est présent à une concentration élevée, supérieure à la 
concentration physiologique. 
 
Dans la maladie d’Alzheimer, le ratio des formes Aβ42 sur Aβ40 augmente. Le 
peptide Aβ42, plus hydrophobe, plus prompt à s’agréger, induit donc plus 
facilement la formation des dépôts amyloïdes dans le cerveau des patients, tout en 
étant également plus neurotoxique. La régulation de BACE1 par Aβ semblant 
mimer des conditions pathologiques, nous avons testé l’effet d’Aβ40 et Aβ42 sur la 
transactivation du promoteur de BACE1. Des cellules HEK293 ont été traitées 48 
heures avec des doses croissantes de peptides synthétiques Aβ40 ou Aβ42, ou 
transfectées avec les constructions du Dr. Tabira codant pour les peptides Aβ1-40, 
Aβ1-42 et Aβ42-1 (peptide « inverse », inactif) (Ohyagi et al. 2005). De façon 
intéressante, seul le peptide Aβ42 augmente significativement la transactivation 
du promoteur de BACE1. Ces résultats sont en accord avec l’existence d’un 
mécanisme qui augmenterait l’activité de BACE1 dans les conditions 
pathologiques. 
 
La surproduction du peptide amyloïde n’affecte pas l’activité α-sécrétase. 
Il existe une compétition entre les voies de maturation amyloïdogène et non-
amyloïdogène de la βAPP, cette dernière étant majoritaire dans des conditions 
physiologiques. 
 
Nous nous sommes, donc, interrogés sur l’existence d’une régulation des α-
sécrétases, lorsque le peptide amyloïde est surproduit. L’expression de l’α-
sécrétase, ADAM10, ainsi que son activité enzymatique (activité hydrolysant le 
JMV2770 et sensible à l’ortho-phénanthroline) mesurée sur des cellules HEK293 
intactes en culture, n’est pas affecté par la transfection stable ni de la βAPPwt ni de 
la βAPPswe. 
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Ces résultats suggèrent une absence de régulation de l’α-sécrétase par la 
surproduction d’Aβ. 
 
L’augmentation de la transactivation du promoteur de BACE1 par Aβ est 
dépendante de la voie NFκB. 
Aβ agit sur la transactivation de BACE1. Cependant, il nous a fallu déterminer 
plus précisément le ou les mécanismes mis en jeu. 
Nous nous sommes intéressés à l’éventuelle implication du facteur de 
transcription NFκB car, d’une part, un site de liaison est présent sur le promoteur 
de BACE1 (Sambamurti et al., 2004) et d’autre part, il est établit qu’Aβ est 
activateur de la voie NFκB (Kaltschmidt et al., 1997). 
 
 Pour tester cette hypothèse, les cellules HEK293 ont été traitées avec un 
inhibiteur pharmacologique de la voie NFκB, le BMS345541, qui inhibe 
spécifiquement la kinase activatrice IκB kinase 2 (IKK2). De même que d’autres 
composants ayant une action inhibitrice sur la voie NFκB, le BMS345541 diminue 
la sécrétion d’Aβ40 et d’Aβ42 et s’oppose partiellement à la hausse de la 
transactivation du promoteur de BACE1 résultant de la surexpression de la 
βAPPwt. Le BMS345541 est également capable d’antagoniser l’augmentation de 
BACE1 provoquée par un traitement des cellules HEK293 avec le peptide 
synthétique Aβ42.  
 
Pour compléter ces expériences, des formes plus ou moins tronquées du 
promoteur de BACE1, cloné en amont du gène codant pour la luciférase, ont été 
transfectées dans des HEK293. Dès lors que les éléments de réponse à NFκB sont 
absents, l’augmentation de la transactivation induite par Aβ est perdue. 
 
Ces résultats sont une confirmation de l’implication de NFκB dans le contrôle 
de BACE1 lié à l’Aβ. 
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Conclusions. 
Cette étude met en évidence une régulation positive de l’activité β-sécrétase 
par le peptide amyloïde avec pour intermédiaire le facteur de transcription NFκB 
mais ceci uniquement lorsque l’Aβ42 est présent à des concentrations 
supraphysiologiques. 
Dans la maladie d’Alzheimer, la quantité d’Aβ42 accumulée dans le cerveau 
des patients est toujours augmentée. Aussi, cette surproduction d’Aβ en induisant 
une augmentation de BACE1 génère plus de C99 à partir de la βAPP ce qui, par 
coupure γ-sécrétase, produit toujours plus d’Aβ. 
Il s’installerait donc, dans ces conditions, une boucle de rétrocontrôle positif, 
un cercle vicieux, qui pourrait rendre compte de l’augmentation de l’activité β-
sécrétase observée dans les cas sporadiques de la maladie. 
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-Amyloid (A) peptides that accumulate in Alzheimer dis-
ease are generated from the -amyloid precursor protein
(APP) by cleavages by -secretase BACE1 and by presenilin-
dependent -secretase activities. Very few data document a
putative cross-talk between these proteases and the regulatory
mechanisms underlying such interaction. We show that prese-
nilin deficiency lowers BACE1 maturation and affects both
BACE1 activity and promoter transactivation. The specific
-secretase inhibitor DFK167 triggers the decrease of BACE1
activity in wild-type but not in presenilin-deficient fibroblasts.
This decrease is also elicited by catalytically inactive -secre-
tase. The overexpression of APP intracellular domain (AICD),
the/-secretase-derivedC-terminal product of-amyloid pre-
cursor protein, does not modulate BACE1 activity or promoter
transactivation in fibroblasts and does not alter BACE1 expres-
sion in AICD transgenic brains of mice. A DFK167-sensitive
increase of BACE1 activity is observed in cells overexpressing
APP (the N-terminal product of APP generated by -secre-
tase cleavage harboring the A domain but lacking the AICD
sequence), suggesting that the production of A could account
for the modulation of BACE1. Accordingly, we show that
HEK293 cells overexpressing wild-type APP exhibit a
DFK167-sensitive increase in BACE1 promoter transactivation
that is increased by theA-potentiating Swedishmutation. This
effect was mimicked by exogenous application of A42 but not
A40 or by transient transfection of cDNA encoding A42
sequence. The IB kinase inhibitor BMS345541 prevents
A-induced BACE1 promoter transactivation suggesting that
NFB could mediate this A-associated phenotype. Accord-
ingly, the overexpression of wild-type or Swedish mutated
APP does not modify the transactivation of BACE1 promoter
constructs lacking NFB-responsive element. Furthermore,
APP/-amyloid precursor protein-like protein deficiency does
not affect BACE1 activity and expression. Overall, these data
suggest that physiological levels of endogenous A are not suf-
ficient per se to modulate BACE1 promoter transactivation but
that exacerbated A production linked to wild-type or Swedish
mutated APP overexpression modulates BACE1 promoter
transactivation and activity via an NFB-dependent pathway.
Alzheimer disease (AD)3 is characterized by abnormal dep-
osition of a set of hydrophobic peptides called amyloid  (A)
peptides. The increase of cerebral A levels is one of the com-
mon denominators characterizing both sporadic and familial
forms of AD and therefore, if not demonstrated as the etiolog-
ical cause of AD pathology, is often considered as a key factor
contributing to the degenerative process (1).
The mechanisms by which A peptides are generated are a
matter of intense research in the AD field. A peptides are
released from a transmembrane protein, -amyloid precursor
protein (APP), by the sequential attacks by - and -secretase
that liberate the N- and C-terminal moieties of A peptides,
respectively (2). All -secretase-like activity appears to be
borne by an aspartyl protease referred to as BACE1, ASP2, or
memapsin 2 (3–7), whereas -secretase seems to be due to both
presenilin (PS)-dependent and PS-independent activities
(8–13).
A lot has been learned recently about the biology of BACE1.
BACE1 is a type I transmembrane protein that undergoes sev-
eral post-transductional modifications. BACE1 is N-glycosy-
lated in its ectodomain where six cysteine residues form
intramolecular disulfide bridges (14). Immature glycosylated
BACE1 rapidly undergoes a furin-mediated removal of its pro-
domain (15) to generate the 70-kDa mature form of the
enzyme.Mature BACE1 also undergoes palmitoylation at three
cysteine residues and sulfation ofN-glycosylated moieties (16).
Ofmost importance, BACE1 depletion leads to full impairment
of A production and is apparently safe (17, 18). Thus, invali-
dated embryos are viable whereas adult BACE1/ mice are
fertile. Although recent data indicate that BACE1 could have
other substrates besides APP, which could be involved in
important myelination processes (19, 20), the above data iden-
tify BACE1 as a suitable therapeutic target.
PS belong to the highmolecular weight -secretase complex,
which also includes Aph-1, Pen-2, and nicastrin (21, 22).
Besides their contribution to the intramembranous cleavage of
APP, PS participate in the proteolytic activation/degradation
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LSHM-CT-2003-503330 (Abnormal Proteins in the Pathogenesis of Neuro-
degenerative Disorders), by the Fondation pour la Recherche Me´dicale,
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accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.
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3 The abbreviations used are: AD, Alzheimer disease; PS, presenilins; APP,
-amyloid precursor protein; A, -amyloid peptide; AICD, APP intracellu-
lar domain; APLP2, -amyloid precursor protein-like protein 2; CREB,
cAMP-response element-binding protein; Tricine, N-[2-hydroxy-1,1-
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of a series of other substrates involved in many vital functions
(23), thereby explaining the apparent remarkable pleiotropy of
these proteins (24). Among other functions, PS contribute to
cellular adhesion, cell death control, and cell signaling (23, 25,
26). Another remarkable property of PS concerns their ability
to act as a molecular chaperone as was demonstrated for TrkB
(27), telencephalin (28), and N-cadherin (29).
Of most interest, He´bert et al. (30) demonstrated by yeast
two-hybrid assay, co-immunoprecipitation procedure, and
pulldown experiments that BACE1 and PS1 physically inter-
acted. More recently, Kuzuya et al. (31) established that PS1
couldmodulate BACE1maturation. The above data agreedwell
with the demonstration that APP, PS1, and BACE1 co-local-
ized in membrane vesicles that undergo axonal transport by a
kinesin-dependent mechanism (32). However, the functional
cross-talk between the two partners and the mechanisms by
which PS could control BACE1 activity remained elusive. Here
we show that PS control the promoter transactivation of
BACE1, and we establish that this PS-dependent effect is
related to its associated -secretase activity. Furthermore, we
demonstrate that BACE1 activity and promoter transactivation
were directly linked to exacerbated production of A and unre-
lated to AICD generation. Finally, we establish that A-medi-
ated transactivation of BACE1 promoter involves the NFB
pathway.
MATERIALS ANDMETHODS
Cell Cultures and Transfections—Fibroblasts devoid of PS1
and PS2 and APP/APLP2 double knock-out fibroblasts have
been described previously (33, 34). HEK293 overexpressing
wild-type APP, Swedish mutated APP, APP, wild-type PS1,
and mutated AA-PS1 were obtained and cultured as described
previously (35, 36). Transient transfections of 2 g of total
cDNA were carried out with Lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen) according to previously reported procedures (37).
Transgenic Mouse Brain Tissue Preparations—Brains from
Fe65 or Fe65/AICD transgenic mice (38) were homogenized
with 10mMTris-HCl, pH 7.5, and lysed with a Dounce homog-
enizer (50 strokes). Samples were immediately assayed for
-secretase activity and analyzed for their endogenous BACE1
expression as described below (39).
Western Blot Analysis and Antibodies—BACE1, APP,
APLP2, Tip60, ADAM10, and Fe65 were separated on 8% Tris/
glycine gel acrylamide; PS were analyzed on 12% Tris/glycine
gels, and AICDs and A were separated on 16.5% Tris/Tricine
gels as described previously (40). Proteins were transferred
onto Hybond-C nitrocellulose membranes (Amersham Bio-
sciences) and then probed overnight with the following appro-
priate antibodies: anti-BACE1 (Zymed Laboratories Inc.);
anti-N terminus of PS1 (kindly provided byDr. G. Thinakaran);
9E10 anti-Myc antibody to label AICDs (Aventis); anti-Fe65,
anti-hemagglutinin (Tip60), 6E10 anti-A, BR188 antibody
that recognizes the C terminus of APP (provided by Dr. M.
Goedert, Cambridge, UK); WO2 antibody (The Genetics Co.,
Zurich, Switzerland) recognizes 5–8 sequence of A; 2H3 anti-
body (provided by Dr. D. Schenk, San Francisco) raised against
1–12 sequence of A, 22C11 antibody (Roche Applied Sci-
ence); anti-actin and anti-tubulin (Sigma); and anti-ADAM10
antibodies (Euromedex, Souffelmeyersheim, France). Immu-
nological complexes were revealed with appropriate secondary
antibody and detected using an electrochemiluminescence
method with the Lumi-lightWestern blotting substrate (Roche
Applied Science) as described previously (41).
BACE1 and ADAM10 Fluorimetric Assay—Cells were lysed
with 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, and then homogenates were
monitored for their BACE1 activity as described previously (39,
42). Briefly, samples (30g of proteins diluted in 10mM acetate
buffer, pH 4.5) were incubated in a final volume of 100l of the
above acetate buffer containing BACE1 substrate (10 M, (7-
methoxycoumarin-4-yl)acetyl-SEVNLDAEFRK(2,4-dinitro-
phenyl)-RRNH2; R & D Systems) in the absence or presence of
the previously described BACE1 inhibitor JMV2764 (50 M)
(39). BACE1 activity corresponds to the JMV2764-sensitive flu-
orescence recorded at 320 and 420 nm as excitation and emis-
sion wavelengths, respectively as described (39). ADAM10
activity was monitored as described previously (43).
Transactivation of BACE1 Promoter—Empty vector or
cDNA encoding rat BACE1 promoter or deletion constructs
in-frame with luciferase (44) were co-transfected with -galac-
tosidase (to normalize transfection efficiencies). HEK293 cells
and fibroblasts devoid of presenilins were cultured in 12-well
dishes or 60-mm-diameter dishes and transfected with 2 or 8
g of the total amount of cDNA, respectively. For A transfec-
tion experiments, cells were transfected with a total amount of
3 g of cDNA encoding rat BACE1 promoter, -galactosidase,
and either empty vector or constructs harboring A-(1–42),
A-(42-1), or A-(1–40) (45). Thirty hours after transfection,
cells were harvested with phosphate-buffered saline/EDTA (5
mM), pelleted by centrifugation (1000 g, 5min), lysed with 50
l of lysis buffer (luciferase kit Promega), centrifuged for 5 min
at 2000 rpm, and then luciferase activity was measured with 10
l of supernatant and 50 l of luciferase assay (Promega).
Effect of -Secretase Inhibitor Treatment on BACE1 Promoter
Transactivation and Activity—Cells were treated for 16 h with
various concentrations of the -secretase inhibitor DFK167
(46) or corresponding amounts of Me2SO (all DFK167 stocks
were made at 10 mM in 100% Me2SO). Cells were harvested
with phosphate-buffered saline/EDTA (5mM), pelleted by cen-
trifugation (1000 g, 5 min), and lysed with Tris-HCl (10 mM,
pH 7.5) or with 50 l of lysis buffer (luciferase kit Promega) to
measure BACE1 activity and rat BACE1 promoter activity,
respectively.
Effect of Exogenous  on BACE1 Promoter Transactivation—
Twenty four hours after transfection of rat BACE1 promoter,
medium was replaced with Opti-MEM medium (Sigma) con-
taining fetal bovine serum (2%) and complemented with phos-
phoramidon (10M) to prevent A degradation. The cells were
then treated for 48 h with various concentrations of synthetic
A42 or A40 (Bachem).
Effect of Treatmentwith the IBKinase Inhibitor BMS345541—
HEK293 overexpressing wild-type APP, Swedish mutated
APP, or A-treated cells were incubated for 18 h with the IB
kinase inhibitor BMS345541 ((4(2-aminoethyl)amino-1,8-di-
methylimidazo(1,2-a)quinoxaline), 30 M) or a corresponding
amount ofMe2SO inOpti-MEMmediumcontaining 2%of fetal
bovine serum.
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Analysis of A40 Production—Cells were allowed to secrete
A in Opti-MEMmedium (Sigma) for 8 or 16 h in the presence
of phosphoramidon (10 M) (to prevent the degradation of
secreted A), in the absence or in the presence of DFK167 (50
M), collected, supplemented with RIPA buffer (10 mM Tris-
HCl, pH 8, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM), and then incubated
overnight with a 100-fold dilution of FCA18 or FCA3340 (47).
A40was immunoprecipitated with protein A-Sepharose, ana-
lyzed onto a 16.5% Tris/Tricine gel, Western blotted, and
revealed with 6E10 as described previously (36).
Stastistical Analysis—Statistical analysis was performedwith
Prism software (Graphpad, SanDiego) using the Student-New-
man-Keul’s multiple comparison test for one-way analysis of
variance or unpaired t test for pairwise comparison.
RESULTS
Presenilin 1 and Presenilin 2 Deficiency Affects BACE1 Mat-
uration, Activity, and Promoter Transactivation—We exam-
ined the influence of presenilins on the expression of BACE1. In
wild-type fibroblasts, pro-BACE1 and mature BACE1 were
detected at their previously reported molecular weights (Fig.
1A) (48). Interestingly, the depletion of both PS1 and PS2 low-
ers the level of mature BACE1 (44.4  10.1% compared with
control, n 6, p 0.01) without affecting pro-BACE1 (Fig. 1, B
and C). In PS-deficient fibroblasts, an additional band harbor-
ing BACE-1-like immunoreactivity was detected above the
mature form of the enzyme (Fig. 1A). The identity of this pro-
tein is still unknown, but we can rule out the possibility that this
protein derives from abnormal prohormone convertase proc-
essing that would have occurred in the absence of PS because
this protein remains totally insensitive to the convertase inhib-
itor 1-antitrypsin Portland variant (49, 50 and data not
shown).
We examined whether PS deficiency-associated reduction of
mature BACE1 expression was associated with a decrease of
BACE1 enzymatic activity. Thus, the depletion of endogenous
PS triggers a significant reduction of BACE1 activity (27.4 
4.8% compared with control, n  6, p  0.0001; see Fig. 1D).
The similar decrease in both mature BACE1 expression and
activity suggests that the above-described unidentified protein
apparently does not harbor catalytic properties. Of most inter-
est, we establish that fibroblasts devoid of PS display drastically
lower BACE1 promoter transactivation (77.4 7.4% compared
with control, n 9, p 0.0001; see Fig. 1E). Overall, the above
data suggested that PS modulate BACE1 activity by apparently
controlling this protease at both transcriptional and post-tran-
scriptional levels.
Presenilin-dependent -Secretase Activity Is Involved in the
Control of BACE1—We examined whether the modulation of
BACE1 activity could be linked to the enzymatic activity dis-
played by the PS-dependent -secretase complex. Two distinct
sets of experiments suggest that it is indeed the case. First, we
assessed the influence of a double mutation thought to yield a
catalytically inactive PS1 (D257A/D385A-PS1, AA-PS1 (51)).
Unlike wild-type PS1, which slightly increases BACE1 activity
(Fig. 2B), AA-PS1 overexpression (Fig. 2A) reduces BACE1
activity (53.4 8.2% compared withWT-PS1, n 3, p 0.01;
Fig. 2B). Second, we assessed the influence of DFK167, a
-secretase inhibitor that physically interacts with PS (52), on
BACE1 activity. As a matter of controls, we first show that
DFK167 does not directly interfere with BACE1 activity (Fig.
3A) but indeed abolishes A production in HEK293 cells
expressing Swedish mutated APP (Fig. 3B). Clearly, DFK167
reduces cellular BACE1 activity in wild-type fibroblasts (40.9
3.6% for 10 M DFK167 and 46.9  4% for 50 M DFK167
compared with control untreated cells, n 16, p 0.001; Fig.
3C) as well as BACE1 expression (Fig. 3C). However, the
-secretase inhibitor neither alters BACE1 expression nor
activity in PS-deficient cells (Fig. 3D). Altogether, both muta-
tional and pharmacological data indicate that PS-inducedmod-
ulation of BACE1 activity was apparently linked to PS-associ-
ated -secretase activity.
AICDs Do Not Modulate BACE1 Activity, in Vitro and in
Vivo—Because the modulation of BACE1 was apparently
linked to PS-dependent catalytic events, we postulated that the
control of BACE1 should involve catabolites generated by PS-
dependent -secretase-associated processes and harboring
transcription factor properties. In this context, we examined
whether the C-terminal products of APP hydrolysis could
contribute to the modulation of BACE1 activity. Thus, these
fragments called AICD (APP intracellular domain) have been
shown to be derived from DFK167-sensitive - and -secretase
proteolytic cleavages (53, 54) and to translocate into the
nucleus (55, 56) where they participate in the transactivation of
several promoters (41, 57–60). AICDC59 (-secretase-derived)
and AICDC50 (-secretase-derived) cDNAs were co-trans-
fected with Fe65 and Tip60, two proteins reported to stabilize
FIGURE 1. Presenilin deficiency affects BACE1 expression, activity, and
promoter transactivation. A and B, endogenous BACE1 expression was
established by Western blot in wild-type (PS/) and presenilin-deficient
(PS/) fibroblasts as described under “Materials andMethods.” Note that an
additional band above mature BACE1 was detectable only in PS/ fibro-
blasts. Bars in B andC correspond to the densitometric analysis ofmature and
immature BACE1 immunoreactivities, respectively, correspond to the densi-
tometric analysis of mature BACE1 immunoreactivity expressed as the con-
trol expression observed in PS/ (taken as 100), and are themeans S.E. of
six experiments. D, BACE1 activity was fluorimetrically monitored as
described under “Materials and Methods” in homogenates of the indicated
cell lines. Bars correspond to BACE1 activity expressed as percent of that
observed in PS/ (control taken as 100) and are the means  S.E. of six
independent determinations. E, PS/ and PS/ fibroblastswere transiently
transfected with rat BACE1 promoter-luciferase cDNA together with -galac-
tosidase cDNA to normalize data for transfection efficiency as described
under “Materials and Methods.” Thirty hours after transfection, luciferase
reporter activity was measured as described under “Materials and Methods.”
Bars correspond to luciferase activity expressedaspercent of that observed in
PS/ and are the means S.E. of three independent determinations. *, p
0.01; **, p 0.0001. ns, not statistically significant.
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AICD and favor their nuclear translocation (57). In these con-
ditions, AICDs are readily detectable in both PS/ and PS/
fibroblasts (Fig. 4A). As shown in Fig. 1, in this independent set
of experiments, both BACE1 expression (31% reduction when
compared with control) and activity (compare empty bars) are
reduced in PS/ fibroblasts (Fig. 4B). However, AICDC59 and
AICDC50 are unable to affect BACE1 activity in both wild-type
and PS-deficient fibroblasts (Fig. 4B) and do notmodify BACE1
promoter transactivation (Fig. 5). It should be noted that the
transfection of cDNA coding for E-CTF2, ALID1, and ALID2,
the -secretase-derived intracellular fragments of E-cadherin,
APLP1, and APLP2, respectively, did not increase BACE1
expression, activity, and promoter transactivation (data not
shown). These data were confirmed in vivo. Thus, we examined
the expression and activity of BACE1 in single Fe65 and double
Fe65/AICD transgenic mice brains. As described previously
(61), AICD-like immunoreactivity is clearly observed in double
transgenic mice brain (Fig. 6A), whereas endogenous levels of
cerebral AICDs are poorly detectable, in agreement with the
low catabolic stability reported for these fragments (62). How-
ever, the overexpression of AICD does not modify BACE1
expression (Fig. 6, B andC) and activity (Fig. 6D) in these trans-
genic mice brains.
APP-associated and DFK167-sensitive Modulation of
BACE1 Activity—In search of another plausible -secretase-
derived product able tomodulate BACE1but distinct ofAICDs,
we examined the influence of APP on the activity of BACE1.
APP corresponds to theN-terminalAPP fragment generated
by -secretase and therefore lacks theC-terminalAICDdomain
(36). We established previously that APP undergoes both
-secretase and DFK167-sensitive -secretase cleavages (36),
yielding the A. Therefore, cells overexpressing APP (Fig. 7A)
could be seen as a theoretically useful model to examine
whether the PS-dependent -secretase-mediated control of
BACE1 was linked to A production. First, we show that the
transient transfection of either wild-type APP or APP cDNA
inHEK293 cells, which enhancesA recovery (Fig. 7A), triggers
a similar increase in BACE1 promoter transactivation (Fig. 7B).
Second, in stably transfected APP-expressing HEK293 cells
(Fig. 7C), we observed a DFK167-sensitive reduction of BACE1
activity (29.8 7.9% compared with untreated APP cells, n
12, p 0.001; Fig. 7D). Overall, these data indicate that A but
not AICD contributes to the modulation of BACE1 activity.
A Controls BACE1 Promoter Transactivation but Does Not
Affect -Secretase Activity—We examined whether A-associ-
ated control of BACE1 activity could be directly linked to the
level of A. In this context, we took advantage of cells lines
overexpressing wild-type (WT-APP) or Swedish-mutated
FIGURE 2. BACE1 activity is lower in stably transfected HEK293 cells
expressing catalytically inactive PS1. A, HEK293 were stably transfected
with empty pcDNA3 (Ct) or cDNAs coding for wild-type PS1 (Wt-PS1) or cata-
lytically inactive PS1 (AA-PS1). Analysis of PS1-like immunoreactivity moni-
tored with an N-terminally directed anti-PS1 antibody (see “Materials and
Methods”) shows that AA-PS1 cells only express full-length (Fl) PS1 immuno-
reactivity, whereas WT-PS1 cell line displays both full-length and N-terminal
(N-ter) PS1 immunoreactivity. B, BACE1 activity was fluorimetrically moni-
tored as under “Materials andMethods” in homogenates of the indicated cell
lines. Bars correspond to BACE1 activity expressed as percent of that
observed inmock-transfected cells (Ct) taken as 100 and are themeans S.E.
of three independent determinations. *, p 0.05; **, p 0.01.
FIGURE 3. Effect of the -secretase inhibitor DFK167 on BACE1 expres-
sion and activity in wild-type and PS/ fibroblasts. A and B, DFK167
inhibits A production but does not directly affect BACE1 activity in vitro.
A, BACE1 activity was fluorimetrically monitored in PS/ homogenates in
the absence (Ct) or in thepresenceofDFK167 (50M).B,HEK293overexpress-
ing Swedish mutated APP were incubated for 16 h with phosphoramidon
(10 M), in the absence (Ct) or in the presence of either DFK167 (50 M) or
corresponding amount of Me2SO (DMSO). Secreted A was monitored after
immunoprecipitation with FCA18 antibody and analyzed after 16.5% Tris/
Tricine electrophoresis and Western blot with 6E10 antibody as described
under “Materials and Methods.” PS/ (C) and PS/ (D) fibroblasts were
treated for 16 h with the indicated concentration of DFK167 or adequate
amount of Me2SO (DMSO), and then endogenous BACE1 expression and
activity were measured as described under “Materials and Methods.” Bars
correspond to BACE1 activity expressed as percent of that observed in
untreated cells (Me2SO, taken as 100) and are the means  S.E. of 16 inde-
pendent determinations. *, p 0.001; ns, not statistically significant.
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(Swe-APP) APP (Fig. 8A). It has been consistently established
that the Swedish double mutation increases the production of
A peptides (63–65). This was confirmed here (Fig. 8A). Thus,
bymeans of FCA18 antibody that recognizes genuineAbegin-
FIGURE 4. Effect of AICDs on BACE1 expression and activity in wild-type
and PS-deficient fibroblasts. PS/ and PS/ cells were transiently trans-
fected with empty pcDNA3 or cDNA encoding AICDC50 (C50) or AICDC59
(C59) in combination with Fe65 and Tip60 cDNA. Transfections efficiencies
were checked by Western blot (A) as described under “Materials and Meth-
ods.” Endogenous BACE1 expression (A) and activity (B) were monitored as
described under “Materials andMethods.” Bars correspond to BACE1 activity
expressed as percent of that observed inmock-transfected PS/ fibroblasts
(taken as 100) and are themeans S.E. of nine independent determinations.
ns, not statistically significant.
FIGURE 5.AICDexpressiondoesnot affect ratBACE1promoter-luciferase
activity. HEK293 cells were transiently transfected with rat BACE1 promoter-
luciferase cDNA together with either empty pcDNA3, AICDC50 (C50), or
AICDC59 (C59) cDNA. Thirty hours after transfection, luciferase reporter activ-
ity was measured as described under “Materials and Methods.” Bars corre-
spond to luciferase activity expressed as percent of that observed in mock-
transfected HEK293 cells (taken as 100) and are the means  S.E. of 11
independent determinations. ns, not statistically significant.
FIGURE 6. Endogenous BACE1 expression and activity in Fe65-AICD
transgenic mice brains. A,Western blot analyses of AICD and Fe65 expres-
sions in Fe65 (three independent animals) or AICD-Fe65 doubly transgenic
(two independent animals) mice brain homogenates were carried out as
described under “Materials and Methods.” BACE1 expression (B and C) and
activity (D) of indicated brains homogenates were monitored as described
under “Materials and Methods.” Bars correspond to BACE1 expression (C) or
activity (D) expressed as percent of that observed in Fe65 transgenic mice
brain (taken as 100) and are the means S.E. of three independent determi-
nations. ns, not statistically significant.
FIGURE 7. Influence of APP on BACE1 activity and promoter transactiva-
tion. A, mock-transfected HEK293 cells were transiently transfected with
empty vector (pcDNA3), wild-type APP (Wt-APP), or APP cDNAs.
Secreted A was monitored after immunoprecipitation with FC3340 anti-
body and analyzed after 16.5% Tris/Tricine electrophoresis and Western
blot with WO2 antibody as described under “Materials and Methods.” Std
indicates synthetic A40 run in the same conditions. APP and APPwere
detected with 2H3 antibody as described under “Materials and Methods.”
B, HEK293 cells were transiently transfected with rat BACE1 promoter-lucif-
erase cDNAwith empty vector (pcDNA3), WT-APP (Wt-APP), or APP cDNAs.
Forty eight hours after transfection, luciferase reporter activitywasmeasured
as described under “Materials and Methods.” Bars correspond to luciferase
activity expressed as percent of that observed in empty vector-transfected
HEK293 cells (taken as 100) and are the means  S.E. of eight independent
determinations. C, Western blot analyses of APP-like immunoreactivity and
BACE1 activity inmock-transfected (Ct) HEK293 cells or in HEK293 cells stably
overexpressing WT-APP or APP were performed by Western blot using
either BR188 or 22C11 antibodies as described under “Materials and Meth-
ods.”D,APP-expressing cellswere incubated for 16hwithDFK167 (50M) or
corresponding amount of Me2SO (DMSO), and then BACE1 activity was fluo-
rimetrically assayed in cell homogenates as described under “Materials and
Methods.”Bars inD correspond toBACE1 activity expressed aspercent of that
observed in control (Me2SO-treated) APP-expressing cells (taken as 100) and
are the means S.E. of 12 independent determinations. *, p 0.01; **, p
0.001; ns, not statistically significant.
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ning atAsp-1 residue (47), we show that Swe-APP cells produce
more A than WT-APP cells (Fig. 8A). As expected, this pro-
duction was drastically reduced by DFK167 (Fig. 8A, dark). It
should be noted here that prolonged exposure of the gels allows
revealing DFK167-sensitive production of A in mock-trans-
fected cells (Fig. 8A). Interestingly, WT-APP expression
increases BACE1 promoter transactivation (compare Ct and
WT-APP in Fig. 8B), a phenotype that was further accentuated
in cells overexpressing Swe-APP (compare WT-APP and Swe-
APP in Fig. 8B). DFK167 significantly reduced but did not abol-
ish APP-associated increase of BACE1 promoter transactiva-
tion (Fig. 8B).
APP-, WT-APP-, and Swe-APP-associated modulation of
BACE1 promoter transactivation strongly suggested that A
was indeed themolecular determinant responsible for this phe-
notype. Two direct lines of evidence directly reinforced this
view. First, exogenous application of A42 (Fig. 9A) but not
A40 (Fig. 9B) triggers the transactivation of the BACE1 pro-
moter. Second, the transient transfection of DNA constructs
harboring the A-(1–42) sequence (45) also increases BACE1
promoter transactivation, whereas vectors coding for the
“reverse peptide” A-(42-1) or for A-(1–40) remained biolog-
ically inert on this paradigm (Fig. 9C). Therefore, we can defi-
nitely conclude that A42 acts as a modulator of BACE1
transactivation.
To establish whether A could also influence other activities
involved in the processing of APP, we examined the influence
of A levels on the -secretase pathway. We show that
ADAM10 expression (Fig. 10A) and whole -secretase-like
activity (Fig. 10, B and C) remained unaffected by the overex-
pression of either WT- or Swe-APP.
A-induced Regulation of BACE1 Promoter Transactivation
Is NFB-dependent—Several lines of evidence indicated that
BACE1 promoter activity was regulated by the transcription
factor NFB (66). It was therefore tempting to speculate on the
involvement of theNFB pathway in the A-associated control
of BACE1. NFB could be indirectly targeted by BMS345541, a
selective blocker of IB kinases 1 and 2 (67), thereby leading to
NFB inactivation. However, we establish, in agreement with a
previous study documenting the influence of a series of NFB
inhibitors (68), that BMS345541 indeed blocksNFB transcrip-
tional activity (our data not shown) and also inhibits the pro-
duction of both A40 and A42 by Swe-APP-expressing cells
(Fig. 11A). Therefore, the use of BMS345541 on cells would not
allow discriminating between a direct effect of the inhibitor on
NFB-dependent transactivation of BACE1 promoter and an
indirect effect because of an upstream inhibition of A produc-
tion. To circumvent this problem, we examined the effect of
BMS345541 on BACE1 modulation by exogenous application
FIGURE 8. Influence of wild-type and Swedish-mutated APP on BACE1
promoter transactivation. A, HEK stably overexpressing empty vector (Ct),
WT-APP (Wt-APP), or Swedish-mutated APP (Swe-APP) were incubated for
16 h with DFK167 (50 M) or an equal amount of Me2SO (DMSO), and then
secreted Awasmonitored after immunoprecipitation with FCA18 antibody
and analyzed after 16.5% Tris/Tricine electrophoresis and Western blot with
6E10 antibody as described under “Materials and Methods.” Note that long
term exposure (dark) allows detecting A in mock-transfected (Ct) cells.
APP-like immunoreactivity was monitored in the indicated cell homoge-
nates with 22C11 antibody as described under “Materials and Methods.”
B,HEK293 cells overexpressingWT-APPor Swe-APP (B)were transiently trans-
fected with rat BACE1 promoter-luciferase cDNA as described under “Materi-
als and Methods.” Thirty hours after transfection, cells were treated for 16 h
with DFK167 (50 M) or adequate amount of Me2SO, and then luciferase
reporter activity was measured as described under “Materials and Methods.”
Bars correspond to luciferase activity expressedaspercent of that observed in
Me2SO-treated mock-transfected cells (Ct Me2SO, taken as 100) and are the
means S.E. of seven independent determinations. *, p 0.01; **, p 0.001;
ns, not statistically significant.
FIGURE 9. Exogenous or transfected A42 but not A40 increase BACE1
promoter transactivation. A and B, HEK293 cells were transiently trans-
fectedwith rat BACE1 promoter luciferase DNA as described under “Materials
and Methods.” Twenty four hours after transfection, cells were exogenously
treated for 48 hwith increasing concentrations of synthetic A42 (A) or A40
(B), and then luciferase reporter activity was measured as described under
“Materials andMethods.”C,HEK293 cellswere transiently transfectedwith rat
BACE1promoter luciferaseDNAandeither empty vector or constructs encod-
ing A-(1–42), A-(42-1), and A-(1–40) as described under “Materials and
Methods.” Thirty hours after transfection, luciferase reporter activity was
measured as described under “Materials and Methods.” Bars correspond to
luciferase activity expressed as percent of that observed in control untreated
cells (A, Ct) taken as 100 or cells transfected with empty vector (pTet, taken as
100) and are the means  S.E. of eight independent determinations. *, p 
0.05; **, p 0.01; ns not statistically significant.
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of A42. As described in Fig. 9A, in this independent set of
experiments, A42 triggered an increased BACE1 promoter
transactivation (Fig. 11B). Interestingly, this appears to be pre-
vented by BMS345541 (Fig. 11B). Accordingly, BMS345541
drastically reduces the increase of BACE1 promoter transacti-
vation triggered by WT-APP overexpression (Fig. 11C). These
data strongly suggest that BMS345541 triggers its effect down-
stream to A production and that the NFB pathwaymediated
the A-induced modification of BACE1 transactivation. To
reinforce this hypothesis, we examined the ability of cell lines
expressing various levels of A to transactivate promoter con-
structs of BACE1, some ofwhichwere deleted ofNFB-respon-
sive elements (Fig. 12A). As expected, the overexpression of
WT-APP or Swe-APP increases the transactivation of the full-
length promoter of BACE1 (Fig. 12B). Interestingly, the 3 dele-
tion of a domain, including the NFB-responsive element
(BPR-Nco), drastically reduces BACE1 activation (Fig. 12B),
whereas the shortest 3 construct (BPR-Avr) and 5-deleted
construct (1–2 Del) were not transactivated in these cells (Fig.
12B). It should be noted that the transcription of BPR-Nco was
also reduced in mock-transfected cells. Together with the fact
that BMS345541 also reducesBACE1 promoter transactivation
in mock-transfected cells (Fig. 11, B and C), this could indicate
that endogenous NFB participates in the control of BACE1
besides its role in A-mediated phenotype. Overall, our data
firmly suggest that A-mediated control of BACE1 involves
NFB-associated transactivation of the BACE1 promoter.
FIGURE 10. Overexpression of wild-type and Swedish-mutated APP
doesnotaffectADAM10expressionand-secretase-likeactivity.A,Western
blot analysis of ADAM10 was performed on HEK293 cells overexpressing
empty vector (Ct), WT-APP (Wt-APP) or Swedish-mutatedAPP (Swe-APP) as
described under “Materials andMethods.” ADAM10 antibody revealed both
immature (pro-ADAM10) and mature (mat-ADAM10) ADAM10. B, -secre-
tase activity was fluorimetrically recorded with JMV2770 (10 M) on intact
HEK293 cells stably overexpressing empty vector (Ct) wild-type (WT-APP),
or Swedish-mutatedAPP (Swe-APP), for the indicated times, in the absence
or in presence of o-phenanthroline (100 M) as described under “Materials
and Methods.” C, -secretase specific activity corresponds to the o-phenan-
throline-sensitive fluorescence (arbitrary units (AU) per mg of proteins). Bars
are the means S.E. of three independent determinations.
FIGURE 11. The IKK inhibitor BMS345541 decreases A recovery and
reverses the increase of BACE1 promoter transactivation triggered by
A42applicationorWT-APPoverexpression.A,HEK293 cells overexpress-
ing Swedish-mutated APP (Swe-APP) were incubated for 18 h with the IKK
inhibitor BMS345541 (30 M) or equal amounts of Me2SO (DMSO), and then
secreted Awasmonitored after immunoprecipitation with FCA18 antibody
and analyzed after 16.5% Tris/Tricine electrophoresis and Western blot with
6E10 antibody as described under “Materials and Methods.” Bars in A corre-
spond to the densitometric analysis of secreted A immunoreactivity
expressed as that observed in Me2SO-treated cells (taken as 100) and are the
means S.E. of six independent experiments. *, p 0.0001. B and C,mock-
transfected (B) or WT-APP-expressing (C) HEK293 cells were transiently trans-
fectedwith rat BACE1 promoter luciferase DNA as described under “Materials
andMethods.” Twenty four hours after transfection, cells were either treated
for 48 h with synthetic A42 (1 M) and BMS345541 (30 M, last 18 h) (B),
BMS345541 alone (30 M, 18 h, C), or equal amounts of Me2SO, and then
luciferase reporter activity was measured as described under “Materials and
Methods.” Bars in B and C correspond to luciferase activity expressed as per-
cent of that observed in untreated cells (taken as 100) and are the means
S.E. of 12 or 6 independent determinations, respectively. *, p 0.05; **, p
0.01; ***, p 0.001.
FIGURE 12. Influence of wild-type and Swedish-mutated APP on full-
length and deleted BACE1promoter transactivation. A, schematicmap of
the deletionmutant constructs. B,mock-transfected HEK293 cells (Ct) or cells
overexpressing wild-type APP (WT-APP) or Swedish-mutated APP (Swe-
APP) were transiently transfected with the indicated rat BACE1 promoter-lu-
ciferase constructs as described under “Materials andMethods.” Thirty hours
after transfection, luciferase reporter activity was measured as described
under “Materials and Methods.” Bars correspond to luciferase activity
expressed as percent of that observed in mock-transfected cells transiently
transfected with the entire rat BACE1 promoter construct (taken as 100) and
are themeans S.E. of eight independent determinations. *, p 0.01; **, p
0.001, ns, not statistically significant.
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Endogenous A Does Not Modify BACE1 Expression—It is
noteworthy that DFK167 did not modify BACE1 promoter
transactivation in Mock-transfected HEK293 cells (Fig. 8B).
This suggested that the low levels of endogenous A in these
cells (Fig. 8A) would not be sufficient to alter BACE1 transacti-
vation. To confirm this hypothesis, we examined the status of
BACE1 expression and activity in double knock-out APP/
APLP2 fibroblasts. These cells were chosen because they do not
produce A, AICD, or AICD-like (ALIDs) fragments.We show
that the lack of these proteins does not alter BACE1 expression
(Fig. 13, A and B) or activity (Fig. 13C). Overall, our data indi-
cate BACE1 is not controlled by endogenous AICD or A pro-
duction and that the modulation of BACE1 could be triggered
by elevated levels of A.
DISCUSSION
One of the canonical hallmarks in Alzheimer disease-af-
fected brain is the widespread distribution of extracellular
deposits called senile plaques. A network of evidence based
on biochemical, biological, anatomical, and genetic
approaches indicates that amyloid -peptides, the main
component of senile plaques, play a central role in AD etiol-
ogy (69). As a key argument to support this hypothesis is the
observation that most, if not all, mutations responsible for
aggressive and early onset AD cases have in common the
ability to trigger modifications of the levels, the nature, or
the biophysical properties of the A peptides generated (for
reviews see Refs. 2, 24). The definitive identification of the
cellular and molecular mechanisms underlying such alter-
ations is still lacking. One of the likely hypotheses would be
that -secretase activity could be enhanced in AD, thereby
increasing A production. However, the demonstration of
an up-regulation of -secretase associated with sporadic AD
remains to be established. Furthermore, whether the alter-
ations triggered by pathogenic mutations also account for
those responsible for sporadic AD cases remains doubtful. It
is more generally admitted that mutations modify -secre-
tase-mediated cleavage specificity rather than alter its cata-
lytic efficiency. Thus, mutations located close to the C ter-
minus of A apparently modify the ratio of AX-42 over
AX-40 rather than the total A load. Conversely, the Swed-
ish mutation located downstream to the AN terminus trig-
gers an overload of A40. Therefore, although the overall
alteration of A production could be seen as a common
denominator between sporadic and genetic cases of AD,
close inspection reveals specific molecular dysfunctions.
Another way of modifying cellular A homeostasis could
occur downstream to A production. Neprilysin (NEP) and
insulin-degrading enzyme are the two major putative metallo-
proteases involved in A catabolism (70–72). NEP was shown
to display higher catalytic efficiency toward A40 versus A42
(73). Therefore, early deterioration observed in those cases of
familial ADwhere A42 production is more specifically altered
could be due to NEP-mediated exacerbation of the A42 over
A40 ratio. On the other hand, it has been documented that
NEP and insulin-degrading enzyme display age-related
decrease in their cerebral levels (74). This observation could
account for the late increase in A levels observed in sporadic
cases of AD.
Here we show that PS deficiency decreases the activity and
promoter transactivation of the -secretase BACE1. As
described previously (31), we show that part of the modulation
of BACE1 activity could be accounted for by a PS-dependent
defect in BACE1 maturation. However, two lines of data dem-
onstrate that PS-dependent -secretase activity could also con-
tribute to the control of A production. First, the overexpres-
sion of a catalytically inactive PS1 mutant lowers BACE1
activity. Second, the -secretase inhibitor DFK167 lowers
BACE1 expression and activity in wild-type but not in PS-defi-
cient fibroblasts.
The above data prompted us to examine which putative
product generated by PS-dependent -secretase could har-
bor the potential of modulating BACE1. We first focused on
AICD, the -secretase-derived intracellular fragment of
APP because this product displays transcription factors
properties that could therefore account for PS-dependent
enhancement of BACE1 promoter transactivation. Even in
conditions where AICD translocation and stability are
favored (i.e. after co-expression with Tip60 and Fe65), we
were unable to demonstrate AICD-associated increase in
BACE1 activity in wild-type and PS-deficient fibroblasts.
That AICD was biologically inert on BACE1 was confirmed in
vivo, in double transgenic mice overexpressing both AICD and
Fe65 (38), a model where neprilysin (61) and p534 had been
shown to be up-regulated. These datawere corroborated by our
observation that transient transfection of wild-type APP and
APP, the -secretase-derived N-terminal fragment of APP
lackingAICD, both trigger similar increase ofBACE1 promoter
transactivation.
4 J. Dunys, C. Alves da Costa, and F. Checler, unpublished data.
FIGURE 13. BACE1 expression and activity are not affected by APP/
APLP2 deficiency.Wild-type fibroblasts (WT) or cells devoid of bothAPP
and APLP2 (double knock-out, DKO) were monitored for BACE1 expres-
sion (A and B) and activity (C). Bars in B and C corresponding to the densi-
tometric analysis of BACE1 expression (B) or BACE1 activity (C) are
expressed as the percent of control expression and activity obtained inWT
fibroblasts and are the means  of five independent determinations,
respectively. ns, not statistically significant.
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Several lines of data support the view that A itself accounts
for the observed -secretase-mediated effect on BACE1. First,
BACE1 activity is inhibited by DFK167 in APP-expressing
cells. Second, the comparison of stably transfected HEK293
cells overexpressing eitherwild-type or SwedishmutatedAPP
indicates that the mutation that further enhances A produc-
tion also potentiates the APP-associated increase of BACE1
promoter transactivation. Third, exogenous application of
A42 but not A40 increases both promoter transactivation of
BACE1. Fourth, transient transfection of cDNA encoding
A-(1–42) but not A-(42-1) or A-(1–40) also trigger
increased BACE1 promoter activity.
The above observation is of major importance because this
suggests that the control of BACE1 is intrinsically linked to the
level of A42. Indeed, several lines of evidence indicate that
normal physiological amounts of A do not influence BACE1.
First, although mock-transfected HEK293 produce low but
measurable DFK167-sensitive A, this inhibitor did not mod-
ulate BACE1 promoter transactivation in these cells. Second,
BACE1 expression and activity were similar in wild-type and
APP/APLP2-deficient fibroblasts, which do not produce
endogenous levels of A. The above observations suggest that
the control of BACE1 by A only takes place when endogenous
concentrations of the peptide increase significantly. This also
suggests that the decrease of BACE1 activity observed in PS-
deficient fibroblasts was not because of endogenous A deple-
tion but more likely attributable to an AICD-independent
-secretase-mediated product that remains to be identified.
One can postulate that this apparent concentration-depend-
ent A-mediated effect is because of the propensity of this
peptide to aggregate when reaching the threshold of its sol-
ubility because several studies have clearly demonstrated
that A fibrils are the toxic species (75). It is tempting to
speculate that this could reflect the dysfunction occurring in
sporadic cases of AD.
The question arises as to whether A either directly modu-
lates BACE1 promoter transactivation, indirectly targets an
intermediate cellularmodulator of BACE1 transactivation, or if
both direct and indirectmechanisms could take place.We have
identified NFB as a molecular intermediate involved in the
A-mediated control of BACE1. First, the inhibitor of IB
kinase that blocks NFB transcriptional activity fully reverses
the A42-induced increase of BACE1 promoter transactiva-
tion. Second, deletions that disrupt an NFB-responsive ele-
ment in the promoter of BACE1 abolish the ability ofWT-APP
and Swe-APP cells to controlBACE1 promoter transactivation.
These data agree well with a previous study showing that
BACE1 promoter transactivation could be regulated by NFB
in neuronal cells (66).
It is noteworthy that the dose of exogenousA able to trigger
BACE1promoter activationwasapriorihigh but in the range of
those used in a previous study aimed at comparing BACE1 pro-
moter activity in neurons and glial cells (66). These high doses
likely do not reflect the real effective dose because A treat-
ment requires long incubation times (see “Materials andMeth-
ods”) during which several parameters, including degradation
processes, bioavailability, and intracellular accessibility, can not
be controlled. Furthermore, several lines of evidence indicate
that the effect triggered by exogenous A42 cannot be seen as
artifactual. First, the same dose of A40 remains biologically
inert on BACE1 promoter activation. Second, in transfection
experiments similar to those described in Ref. 45, A-(1–42)
but not A-(42-1) or A-(1–40) mimic the phenotype trig-
gered by exogenous A-(1–42), although the A levels were
drastically lower in transfection experiments. Third, both exog-
enous application of A42 and expression of wild-type or
Swedish-mutated APP activate BACE1 promoter in a
BMS345541-sensitive manner.
It should be noted that the disruption of the NFB-respon-
sive element did not totally reverse WT-APP- and Swe-APP-
associated increase of BACE1 promoter activity (see Fig. 12B),
suggesting that additional mechanisms may take place. Thus,
BACE1promoter harbors a canonical CREBIO site that appears
to act as a repressor of BACE1 transactivation because muta-
tion at this site increases reporter protein expression (76). It is
noteworthy that A has been previously shown to down-regu-
late CREB-induced signaling in cultured neurons (77), appar-
ently by blocking the nuclear translocation of phosphorylated
CREB (78). Ofmost interest, this process appears dependent on
high intracellular A concentrations (78). Therefore, A-in-
duced lowering of CREB-associated pathway could ultimately
lead to abolish CREB-induced repression of BACE1, thereby
increasing transcription of its promoter.
Besides such possible indirect modulation of BACE1 by A,
one should also underline that several studies reported on a
genuine role of A as transcription factor. Thus, Ohyagi et al.
(45) demonstrated that A directly binds to elements of the p53
promoter. Interestingly, the A binding sequence found in the
p53 promoter resembles some sequence domains found on the
BACE1 promoter. In agreementwith this observation,Maloney
et al. (79) showed that these sequences bind A in vitro and
influence BACE promoter constructs transactivation in cells.
Overall, our work identifies A42 as a regulator of BACE1
and suggests that only abnormally high levels of this pathogenic
species ofA could influenceBACE1 promoter transactivation,
at least in part via the NFB pathway. This vicious circle by
which pathological production of A42 feeds its own produc-
tion could contribute to both sporadic and genetic cases of
Alzheimer disease.
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2. Article 4: TMP21 regulates Aβ production but does not affect 
caspase-3, p53, and neprilysin. 
 
Comme je l’ai décrit, dans le paragraphe I.B.2.e, TMP21 est un cofacteur du 
complexe γ-sécrétase ; par son interaction, il intervient directement dans la 
modulation de l’activité γ-sécrétase mais ne module absolument pas la protéolyse 
du récepteur NOTCH. 
Dans cette étude, l’objectif a été d’examiner l’impact que pouvait avoir TMP21 
sur deux mécanismes connus pour être directement sous l’influence de la 
production du fragment AICD (produit par une coupure « ε » semblable au 
clivage S3 de Notch) : l’apoptose et l’activité néprilysine. 
 
L’invalidation de TMP21 augmente la production de peptide amyloïde. 
Cette première partie de l’étude confirme les observations initiales rapportées 
par Chen et collaborateurs en 2006. L’invalidation de TMP21, par la technique 
d’interférence à ARN, potentialise bien la production d’Aβ dans les cellules 
transfectées avec les petits ARN dirigés contre TMP21 par rapport aux cellules 
transfectées avec des ARN aléatoirement générés. 
 
La surexpression de TMP21, de même que son invalidation, ne module pas 
l’activité de la caspase-3. 
Des cellules HEK293 surexprimant la protéine TMP21 étiquetée « FLAG » ne 
présentent aucune modulation de l’activité caspase-3, une caspase effectrice, après 
traitement avec un inducteur de l’apoptose, la staurosporine. 
L’action de TMP21 sur l’activité γ-sécrétase n’a été observée que lors de 
l’invalidation de la protéine ; l’activité de la caspase-3 a donc été mesurée dans des 
cellules transfectées avec un ARN dirigé contre TMP21 et dans des cellules 
transfectées avec un ARN aléatoire. L’activité caspase-3, après invalidation de 
TMP21 est comparable à celle mesurée dans les cellules contrôles aussi bien dans 
les conditions normales que dans les conditions dans lesquelles l’apoptose a été 
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induite par un traitement à la staurosporine. TMP21 n’a donc aucun effet sur la 
régulation de l’apoptose dépendante de la γ-sécrétase. 
 
La surexpression de TMP21 ne module pas le phénotype pro-apoptotique 
présenté par la préséniline 2 sauvage ou mutée. 
Il a déjà été établi, au laboratoire, que la préséniline 2 sauvage présente un 
phénotype pro-apoptotique accompagné par une augmentation de l’expression de 
p53. De plus, une forme mutée de la protéine, PS2-N141I, présente un phénotype 
exacerbé par la mutation. 
Cette partie de l’étude a concerné l’influence de TMP21 sur l’expression de p53 
dans des lignées cellulaires surexprimant l’une ou l’autre de ces formes de PS2. 
TMP21 ne module ni l’activation de la caspase-3 ni l’expression de p53 dans 
ces lignées cellulaires. 
 
TMP21 ne module ni l’expression ni l’activité de la néprilysine. 
La deuxième partie de l’étude a consisté à vérifier l’effet de TMP21 sur l’une 
des cibles transcriptionnelle de l’AICD : la néprilysine. 
L’invalidation, comme la surexpression de TMP21 ne module ni l’expression 
de la néprilysine ni son activité protéolytique. 
 
Conclusions. 
La surexpression de TMP21 ne module pas l’activité γ-sécrétase. En revanche, 
son invalidation conduit à une exacerbation de la production d’Aβ (Chen et al., 
2006). 
Dans cette étude, nous avons confirmé les résultats précédemment observés et 
démontré qu’en plus de l’absence d’effet sur le clivage S3 de NOTCH, 
l’invalidation de TMP21 ne module pas, non plus, le clivage epsilon sur la βAPP ni 
les voies de signalisation qui en sont issues. 
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The presenilin (PS)-dependent c-secretase activity refers to a high molecular mass-complex including,
besides PS1 or PS2, three other proteins recently identiﬁed, namely nicastrin, Aph-1, and Pen-2. This pro-
teolytic complex has been shown to contribute to both c- and e-cleavages of the b-amyloid precursor pro-
tein (bAPP), thereby generating b-amyloid peptides (Ab) and the APP intracellular domain (AICD),
respectively. TMP21, a member of the p24 cargo protein family, was recently shown to interact with
PS complexes. Interestingly, TMP21 modulates c-secretase-mediated Ab production but does not regulate
e-secretase-derived AICD formation [F. Chen, H. Hasegawa, G. Schmitt-ulms, T. Kawarai, C. Bohm, T.
Katayama, Y. Gu, N. Sanjo, M. Glista, E. Rogaeva, Y. Wakutami, R. Pardossi-Piquard, X. Ruan, A. Tandon,
F. Checler, P. Marambaud, K. Hansen, D. Westaway, P. St. George-Hyslop, P. Fraser, TMP21 is a presenilin
complex component that modulates c- but not e-secretase activities, Nature 440 (2006) 1208–1212].
Here we investigate the functional incidence of the over-expression or depletion of TMP21 on both intra-
cellular and secreted Ab recoveries and AICD-associated phenotypes. First we conﬁrm that TMP21 deple-
tion yields increased levels of secreted Ab40. However, we demonstrate that both staurosporine-
stimulated caspase-3 activation, p53 and neprilysin expression and activity were not affected by
TMP21 over-expression or depletion. Overall, our functional data further reinforce the view that
TMP21 behaves as a regulator of c- but not e-cleavages generated by PS-dependent c-secretase complex.
 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.Alzheimer’s disease is a neurodegenerative pathology charac-
terized by the cerebral deposition of senile plaques that are basi-
cally composed of Ab peptides [2]. Ab results from the sequential
cleavage of bAPP by b- and c-secretases that liberate the N- and
C-terminal moieties of Ab peptides, respectively [3]. c-Secretase
activity plays a likely pivotal role in Alzheimer’s disease pathology
since this proteolytic activity conditions the nature of the C-termi-
nal end of Ab peptides that can be 40- or 42-amino-acid long. A
downstream catalytic event occurring on bAPP, referred to as
e-secretase cleavage, leads to the generation of AICD (APP Intracel-
lular Domain) [4].
There likely exist both presenilin (PS)-dependent and PS-inde-
pendent c-secretase activities [5–8]. The former proteolytic activity
consists in amulti-protein complex that includes, at least, PS1or PS2
aswell as threeotherpartners, nicastrin,Aph-1, andPen-2 [9].Oneof
thequestions that remained tobeaddressed concerns thepossibility
that c-and e-secretase could be either due to distinct proteolyticll rights reserved.activities or, alternatively, be differently regulated within the
c-secretase complex. In this context, it is noteworthy that PS muta-
tions, several c-secretase inhibitors that physically interact with PS
aswell as various drugs trigger distinct effects on c- and e-cleavages
[10–13]. More recently, Chen and colleagues demonstrated that
TMP21, a protein of the p24 cargo family [14] could modulate the
c-site cleavage of bAPP without affecting the e-cleavage [1]. This
was evidenced by the ability of TMP21 to modulate Ab production
without altering e-secretase-mediated AICD production [1].
Others andwe recently showed thatAICDcouldact as a transcrip-
tion factor able to modulate a series of proteins including APP,
GSK3b, EGFR, neprilysin, and p53 [15–19]. More recently, we docu-
mented the fact that AICD could modulate p53-dependent cas-
pase-3 activation [20]. The aim of the present work was to analyze
the functional consequence of TMP21 over-expression or depletion
on both Ab production and AICD-mediated phenotypes.We conﬁrm
that TMP21depletion enhances the productionof Ab. However, both
TMP21 over-expression and reduction did not modulate stauro-
sporine-associated caspase-3 activation, p53 immunoreactivity,
and neprilysin expression and activity. These data conﬁrm that
70 V. Dolcini et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 371 (2008) 69–74TMP21 selectively regulates PS-dependent c-secretase activity
without inﬂuencing e-secretase-derived phenotypes.
Materials and methods
Cells culture and transfection experiments. Stably transfected HEK293 cells
expressing wild-type PS2 (wt-PS2) or mutated PS2 (N141I-PS2) and telencephalon
murine (TSM1) cell lines were cultured as previously described [21,22]. Transient
transfection of empty pcDNA4 vector or pcDNA4 encoding wild-type or human Flag
TMP21 (1–2 lg) were carried out into 6-well plates using Lipofectamine-2000 re-
agent (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) as described previously [23].
Detection of secreted and intracellular Ab. Stably transfected HEK293 cells
expressing Swedish-mutated bAPP [24] were cultured in 6-well plates were trans-
fected with control and TMP21 cDNAs or with TMP21 siRNA as previously described
[1]. Twenty-four hours after second transfection, media were changed and replaced
with DMEM containing fetal calf serum (1%), in presence of phosphoramidon
(10 lM) in order to prevent Ab degradation. After 8 h, media were collected (se-
creted Ab) and cells were rinsed with phosphate-buffered saline and lysed (intracel-
lular Ab) in 1 ml lysis buffer (Tris–HCl 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM SDS 0.1%,
natrium deoxycholate 0.5%, and NP40 1%). Secreted and intracellular Ab were
immunoprecipitated with FCA3340 [25], electrophoresed on a 16.5% Tris–tricine
acrylamide gel and analyzed by Western blotting with 6E10 antibody.
Caspase activity measurements. HEK293 cells expressing either empty vector,
wt-PS2 or N141I-PS2 were cultured in 6-well plates, as previously described then
transiently transfected with empty pcDNA4 vector or wild-type or Flag-tagged hu-
man TMP21 cDNA as described above then incubated for 16–24 h at 37 C in pres-Fig. 1. Inﬂuence of TMP21 expression and depletion on Ab production. Stably transf
transiently transfected with empty pcDNA3 or TMP21 cDNA (A) or with control (scram
described in Methods. Intracellular (A) or secreted (B) Ab40 was immunoprecipitated wi
that intracellular Ab label corresponds to long exposure of the gels. Bars represent the
experiments and are expressed as percent of corresponding Ab40 recovered in control cence or absence of staurosporine (1–2 lM, Sigma). Cells were then rinsed, gently
scraped, pelleted by centrifugation and assayed for their caspase-3-like activity,
as extensively detailed [20]. Fluorescence was recorded at 360 and 460 nm for exci-
tation and emission wavelengths, respectively.
Fluorimetric assay of neprilysin activity. Neprilysin (NEP) activity was measured
on intact cells with Suc-Ala-Ala-Phe-7AMC (0.2 mM; Sigma, St. Louis, MO, USA) in
absence or presence of phosphoramidon, (10 lM, Sigma) as described previously
[18]. In transfection experiments with siRNA directed towards TMP21, neprilysin
was measured 48 h after the second transfection.
Lactate deshydrogenase assay. HEK293 cells over-expressing Swedish-mutated
APP were grown in a 5% CO2 atmosphere in 12-well plates. At 80% conﬂuency, cells
were transfected with empty vector or TMP21 cDNA as described previously above.
Twenty-four hours after transfection, media were changed and replaced with
DMEM containing fetal calf serum (1%). After 8 h, 40 ll of secretion media were
analyzed by means of CytoTox-OneTM homogenous membrane integrity assay
(Promega) according to manufacturer’s conditions.
Western blot analyses. Equal amounts of protein (50 lg) were separated on 12
and 8% SDS–PAGE gels for the detection of Flag TMP21, endogenous TMP21, p53
or neprilysin, respectively, and wet transferred to Hybond-C (Amersham Pharmacia
Life Science) membranes. Membranes were blocked with non-fat milk and incu-
bated overnight with the following primary antibodies: rabbit polyclonal anti-C-
terminal of TMP21 (peptide antigen corresponding to residues 211–219 of human
TMP21), mouse monoclonal anti-Flag (Flag TMP21, Sigma, St. Quentin-Fallavier,
France), mouse monoclonal anti-p53 (Santa Cruz Biotechnology, CA), 18B5 (anti-
neprilysin, kind gift from Dr. G. Boileau) and anti-actin (monoclonal antibody, Sig-
ma). Immunoreactive bands were identiﬁed with anti-rabbit IgG (Immunotech) or
anti-mouse IgG antibodies coupled to peroxidase (Amersham Life Science). Chemi-ected HEK293 cells over-expressing bAPP harboring the Swedish mutation were
bled nonsense) or TMP21 siRNA (B) and analyzed for TMP21 immunoreactivity as
th FCA3340 antibody, western-blotted, and analyzed as described in Methods. Note
means ± of Ab40 densitometric analyses of 3–5 independent immunoprecipitation
onditions. *p < 0.05.
V. Dolcini et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 371 (2008) 69–74 71luminescence was recorded using a Luminescence Image Analyzer Las-3000 (Ray-
test Courbevoie, France) and quantiﬁcation of captured images was performed
using the AIDA Image Analyser software (Raytest).
Statistical analysis. Statistical analyses were performed with PRISM software
(Graph-Pad Software, San Diego) by using the Newmans–Keuls multiple compari-
son test for one-way analysis of variance and t-Student test.
Protein concentrations. Protein concentrations were established by the Bio-Rad
method [26].Results and discussion
There is a ‘‘biochemical paradox” concerning the theoretical
molecular weight of the PS-dependent c-secretase complex.
Thus, functional c-secretase activity is recovered under immuno-
puriﬁed complexes of at least 650 kDa [27,28] while the arith-
metical sum of the four protein members of the complex,
based on a 1:1:1:1 reported stoichiometry [29] predicts a
220 kDa molecular weight. Although recent studies indicate that
the apparent molecular weights of the active complex could
vary according to solubilizing detergents [29], the poor activity
recovered when co-expressing the four members of the complex
only [9,30,31] lend support to the possibility that additional
endogenous regulators could participate in the PS-dependent
activity. Very few proteins harboring this potential have been
yet described. Among them, TMP21, a member of the p24 cargo
family [14], was recently reported as a component of the PS-
dependent c-secretase [1]. Remarkably, TMP21 apparently regu-
lated c- but not e-secretase-associated cleavages of bAPP and
other substrates. Thus, the depletion of TMP21 drastically
enhances Ab recovery but did not modify the production of
e-secretase-derived ICDs produced from bAPP, Notch, E- and
N-cadherins [1].
We have further examined the inﬂuence of TMP21 on Ab40
production and used staurosporine-induced caspase-3 activation
and neprilysin activity and expression as functional read outs ofFig. 2. Over-expression or reduction of TMP21 does not modulate staurosporine-induce
with either empty pcDNA4 vector (mock, A and B), tagged-TMP21 (Flag TMP21, A and B
overnight (C) without (control) or with staurosporine (STS, 1 lM). Tagged (A) and endoge
in Methods. Bars are means ± SEM of four independent determinations. NS, not statis
described in Methods. Bars correspond to release LDH expressed as percent of total cele-secretase-associated phenotypes. First we show that the over-
expression of TMP21 in HEK293 cells over-expressing bAPP har-
boring the Swedish mutation does not inﬂuence intracellular and
secreted Ab production (Fig. 1A). However, the reduction of endog-
enous TMP21 expression enhances the recovery of secreted Ab.
Thus, TMP21 expression was drastically reduced by a siRNA ap-
proach and that was accompanied by a statistically signiﬁcant in-
crease of Ab40 (Fig. 1B).
e-Secretase cleavage of bAPP liberates an intracellular frag-
ment called AICD that was shown to trigger a proapoptotic phe-
notype [32]. We also showed that AICD regulates the
transcription of the tumor suppressor p53 and that was associ-
ated to increased cell death and caspase-3 activation [20]. As a
functional read out of a putative inﬂuence of TMP21 on the con-
trol of cell death, we examined whether over-expression or
down-regulation of TMP21 could modulate staurosporine-in-
duced caspase-3 in HEK293 cells. Transient transfection of
HEK293 cells with a cDNA construct encoding tagged-TMP21
leads to the over-expression of a tagged protein (Fig. 2A, upper)
which is also labeled with anti-TMP21 antibodies that identiﬁes
both tagged and endogenous TMP21 (Fig. 2A, middle) without
any sign of cellular toxicity as evidenced by the lack of signiﬁcant
lactate deshydrogenase (LDH) leaking (less than 5% of total LDH)
(Fig. 2D). As expected, anti-TMP21 antibodies only label the
endogenous protein in mock-transfected cells (Fig. 2A, middle).
Clearly, the over-expression of TMP21 does not modify HEK293
cells responsiveness to staurosporine as demonstrated by similar
caspase-3 activation regardless of the cell system examined (Fig.
2B). In order to conﬁrm that endogenous TMP21 did not modu-
late staurosporine-stimulated caspase-3 activation in HEK293
cells, we examined the responsiveness of HEK293 cells in which
TMP21 expression was reduced by siRNA targeting. We demon-
strate that the reduction of endogenous TMP21 did not inﬂuence
caspase-3 activation (Fig. 2C).d caspase-3 activation in HEK293 cells. HEK293 cells were transiently transfected
), TMP21 siRNA or control (scrambled nonsense, C) then treated for 24 h (A,B) or
nous (C) TMP21 expression and caspase-3 activity (B,C) were analyzed as described
tically different. (D) Cells were treated as in A then LDH activity was measured as
lular LDH and are means ± SEM of three independent determinations.
72 V. Dolcini et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 371 (2008) 69–74We previously established that HEK293 cells over-expressing
wild-type PS2 display exacerbated staurosporine-stimulated cas-Fig. 3. Over-expression of TMP21 does not modulate staurosporine-induced caspase-3 a
PS2. HEK293 cells expressing either wild-type PS2 or N141I-PS2 were transiently tran
Twenty-four hours after transfection, cells were either treated for 16 h without (control)
examined for their p53 immunoreactivity (C,D) as described in Methods. Bars are me
Fig. 4. Over-expression or reduction of TMP21 does not modulate neprilysin expression
(mock, A, B), pcDNA4 encoding either tagged-TMP21 (Flag TMP21, A, B), TMP21 siRNA (C
(B,D) and TMP21 expression (C) were analyzed as described in Methods. Bars are meanpase-3 activation and that this was accompanied by an enhance-
ment of p53 expression [22]. We demonstrated that thisctivation and p53 expression in HEK293 cells over-expressing wild-type or mutated
sfected with empty pcDNA4 vector (mock) or pcDNA4 encoding TMP21 (TMP21).
or with staurosporine (STS, 2 lM) and analyzed for their caspase-3 activity (A,B) or
ans ± SEM of three independent determinations. NS, not statistically different.
and activity. HEK293 cells were transiently transfected with empty pcDNA4 vector
,D) or control (scrambled nonsense, C and D) then neprilysin expression (A) activity
s ± SEM of four independent determinations. NS, not statistically different.
V. Dolcini et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 371 (2008) 69–74 73phenotype was potentiated by the pathogenic mutation N141I [22]
and mediated by AICD [20]. We show that the over-expression of
TMP21 (Fig. 3A and C) does not modify staurosporine-induced cas-
pase-3 activation (Fig. 3B) and p53 expression (Fig. 3C and D) in
both wt-PS2 and N141I-PS2-expressing HEK293 cells.
We recently showed that presenilins control the expression of
the Ab-degrading enzyme neprilysin via AICD production [18,33].
We therefore examined whether TMP21 could modulate neprilysin
activity and expression. Our study shows that neither the over-
expression of TMP21 (Fig. 4A) nor the reduction (Fig. 4D) of endog-
enous TMP21 affects neprilysin expression (Fig. 4B) and activity
(Fig. 4C and E).
The demonstration that bAPP could undergo an epsilon proteo-
lytic cleavage downstream to the canonical c-site yielding the C-ter-
minus of Ab40 and Ab42 has brought another level of complexity in
the understanding of bAPP physiopathological maturation but has
also raised a set of poorly resolved questions. First, the fact that this
cleavage is strikingly reminiscent of the S3 cleavage occurring on
Notch [34,35] led to the hypothesis that the intracellular fragment
derived from e-cleavage could harbor transcription factors proper-
ties [15]. Althoughstill discussed, a consistentnetworkof databased
onAICDnuclear localizationand identiﬁcationof transcriptional tar-
gets support the idea that AICD could indeed behaves as a genuine
direct or indirect modulator of gene transcription [15–20,33]. As a
corollary, several questions concerning the nature of the enzyme in-
volved in c- and e-cleavages, the kinetic sequence of these catalytic
events and the regulation of these cleavages remained important.
Thus, althoughbothc- and e-secretase cleavages appear tobedepen-
dent upon PS, this by nomean demonstrates that the PS-dependent
complexgenerates both cleavages since any rate-limitinghydrolysis
(see [36,37]) controlledbyPSwouldultimately lead to theabsenceof
subsequent cleavage even if the latterwere due to a PS-independent
process. In this context, it is interesting to note that c- and e-secre-
tase cleavages canbe clearly discriminatedbyPS-directed inhibitors
[38,39], as well as bymutations on bAPP and PS [10,11,13,38,40,41].
Furthermore, several compoundsweredescribedasable toblockAb-
productionwithout affecting e-cleavages such as JLK inhibitors [12],
non-steroidal anti-inﬂammatory drugs [42], the Abl kinase inhibitor
Gleevec [43] as well as the anti-depressive and GSK3b inhibitor
agent lithium [44]. The present study reinforces the previous dem-
onstration that endogenousmodulators of secretases could discrim-
inate between c- and e-sites. This support the view that therapeutic
strategies aimed at selectively blocking c-secretase-derived Ab pro-
duction remains of actuality.
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III. DISCUSSION ET PERSPECTIVES. 
 
 
A. Le peptide Aβ, une physiologie directement dépendante de 
sa concentration ? 
 
Les données de la bibliographie concernant le ou les rôles du peptide amyloïde 
sont contradictoires ; de nombreuses études ont indiqué que celui-ci était toxique 
tandis que d’autres, moins nombreuses, lui ont attribué un rôle protecteur. 
Cependant, dans ce débat, les paramètres essentiels sont les suivants : 
 1- Quels sont les peptides impliqués, Aβ40, Aβ42, intacts ou tronqués ? 
 2- Quelles concentrations sont responsables de ces effets ? 
 
D’après la littérature, il est clair, que le peptide Aβ42 ainsi que les formes 
tronquées sont toxiques. Cependant, ce ne sont pas ces entités sous leurs formes 
monomériques qui sont neurotoxiques mais plutôt les oligomères/protofibrilles 
ou fibrilles qu’elles peuvent former. En effet, les formes tronquées x-40/42, comme 
l’Aβ42, sont bien plus hydrophobes que le peptide 1-40 et sont donc plus 
disposées à s’agréger. Chacune de ces entités possède une toxicité différente et il 
semble que les formes les plus nocives soient les oligomères tandis que 
protofibrilles et fibrilles le seraient dans une moindre mesure. 
 
L’Aβ40, lui, est protecteur. Mais attention, il n’en conserve pas moins des 
capacités agrégantes. Aussi, dès qu’une concentration seuil est dépassée, il devient 
capable de former des oligomères/agrégats/fibrilles qui, eux, possèdent des 
propriétés neurotoxiques. 
Les effets protecteurs de l’Aβ40 pourraient bien être liés à des capacités anti-
oxydantes, bien que seuls les effets pervers induits par le cuivre aient pu être 
antagonisés par des traitements avec de l’Aβ40. A l’inverse, d’après certaines 
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données de la littérature, le cuivre pourrait jouer un rôle, comme d’autres cations, 
dans l’agrégation de l’Aβ (cette fois au sens général du terme). 
Un autre rôle protecteur de l’Aβ40 ne serait pas directement lié à ses capacités 
intrinsèques, mais plutôt à son aptitude à interagir avec Aβ42 et à empêcher son 
agrégation. Cette propriété du peptide a été démontrée in vitro dès 1999 
(Hasegawa et al., 1999) et d’autres études les ont confirmées en 2003 in vivo (Zou et 
al., 2003). Très récemment, un article a démontré que non seulement l’Aβ40 inhibe 
la fibrillogenèse de monomères d’Aβ42 mais, peut également réduire des fibres 
d’Aβ42 déjà formées (Jan et al., 2008). 
 
Dans un certain sens, les résultats de Virginie Buggia-Prévot, au laboratoire, 
accréditent l’hypothèse d’un effet de seuil : à partir d’une certaine concentration, 
l’Aβ42 acquiert une fonction régulant positivement l’activité β-sécrétase via le 
facteur de transcription NFκB (Buggia-Prevot et al., 2008). Dans ce cas, le 
dépassement du seuil se traduit par un gain de fonction toxique. 
 
Les résultats obtenus, au cours de mon étude sur l’aminopeptidase A, 
semblent, eux aussi, confirmer l’hypothèse d’un effet de seuil, mais cette fois, dans 
le sens d’une perte de la fonction protectrice. En effet, la protection de l’extrémité 
N-terminale du peptide amyloïde par inhibition de l’APA, lorsque celui-ci se 
trouve à des concentrations physiologiques, conduit à une baisse de la réponse 
caspase-3 à la suite d’un stress induit par la staurosporine. En revanche, 
l’inhibition de l’APA demeure sans effet quand la βAPP est surexprimée et que 
l’Aβ se retrouve, de fait, surproduit. 
 
Les concentrations d’Aβ observées dans un état physiologique normal sont la 
résultante d’un équilibre finement réglé entre production et dégradation du 
peptide. Dans la pathologie, cet équilibre est rompu et ceci conduit, à terme, aux 
nombreuses lésions caractéristiques. Cependant, il faut distinguer deux manières 
de briser l’équilibre : 
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- Dans les formes familiales de la maladie, soit la production globale d’Aβ est 
augmentée à cause de mutations des présénilines ou de la βAPP, soit le ratio des 
formes produites est modifié en faveur d’Aβ42. Mais, en tout cas, les capacités de 
dégradation enzymatique ne sont pas affectées. Il est clair que le ratio des formes 
42/40 est tout aussi important que les quantités globales d’Aβs produites et 
conditionne également les effets toxiques. En effet, une étude montre que les 
capacités anti-agrégantes d’Aβ40 vis-à-vis d’Aβ42 sont directement liées aux 
concentrations relatives de l’un par rapport à l’autre (Jan et al., 2008). 
- A l’inverse, dans les cas sporadiques, la production d’Aβ n’est que peu ou pas 
affectée. Néanmoins, les capacités de dégradation enzymatique de l’Aβ sont, elles, 
très nettement réduites. La NEP, l’IDE et la plasmine voient, en effet, leurs 
expressions diminuer au cours du vieillissement (Caccamo et al., 2005; Ledesma et 
al., 2003; Yasojima et al., 2001a; Yasojima et al., 2001b). 
 
 
B. Les présénilines sont-elles la γ-sécrétase ? 
 
Comme je l’ai développé dans la partie qui leur était consacrée, les présénilines 
sont pressenties pour être LA γ-sécrétase, enfin, porteuses du site catalytique de la 
γ-sécrétase au sein d’un complexe comprenant, au minimum, Aph-1, Pen-2, la 
nicastrine et la préséniline 1 ou 2. Selon cette théorie, les résidus aspartate situés 
dans les séquences transmembranaires 6 et 7 forment le couple catalytique d’une 
aspartyl protéase (Wolfe et al., 1999b). Les arguments appuyant le concept sont 
simples : - la γ-sécrétase est sensible à la pepstatine, - des inhibiteurs bloquant la 
production d’Aβ interagissent physiquement avec les présénilines (Esler et al., 
2000; Li et al., 2000b), - les présénilines sont présentes dans des préparations 
membranaires capables d’hydrolyser in vitro le C100 et la mutation des résidus 
aspartates de la PS1 (D257 et D385) en alanine abolit l’activité γ-sécrétase tout 
comme l’invalidation des présénilines (De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 
1999b). 
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Cependant, ces arguments, pourtant si clairs, se contredisent aisément : - le pH 
(env. 7) auquel sont réalisés la plupart des essais γ-sécrétase (Li et al., 2000a; 
Pinnix et al., 2001; Sato et al., 2003) est incompatible avec l’implication d’une 
aspartyl protéase, - l’effet même des mutations des aspartates D257 et D385 est 
discuté (Capell et al., 2000; Kim et al., 2001), - il semble que la mutation des 
aspartates ne détruit pas réellement un « site catalytique » mais plutôt déstabilise 
les présénilines (Berezovska et al., 2005) et - les mutations D257A, D385A ou la 
double mutation D257A/D385A paraissent modifier l’adressage de la βAPP à la 
membrane, plutôt que l’activité γ-sécrétase elle-même (Kim et al., 2001). 
 
Pourtant, ces observations ne nient pas l’implication des présénilines dans 
l’activité γ-sécrétase. En effet, mes résultats, obtenus lors de l’étude portant sur le 
substrat JMV2660, montrent clairement que, en accord avec de nombreux éléments 
de la littérature, des formes mutées des présénilines qui altèrent la production 
d’Aβ, modulent également l’hydrolyse du JMV2660. 
 
Finalement, les présénilines ne sont probablement pas impliquées dans 
l’activité γ-sécrétase en tant que site actif de l’enzyme mais sont, avec certitude, 
une pièce maîtresse dans son fonctionnement. 
 
 
C. Une ou plusieurs γ-sécrétases ? 
 
L’activité γ-sécrétase est responsable du clivage de nombreux substrats (plus 
de cinquante) (Beel and Sanders, 2008). Ces différents clivages ont été attribués, au 
départ, à une seule et unique activité protéolytique du fait de l’implication des 
présénilines dans la maturation de NOTCH et βAPP (entre autre) (De Strooper et 
al., 1999; De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 1999b) et à cause d’inhibiteurs 
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bloquant sans distinction les clivages de plusieurs substrats (le L-685-458 et le 
MDL28170, par exemple). 
 
Pourtant, cela ne suffit pas à prouver définitivement l’implication d’une seule 
protéase dans ces différents processus de maturation. En effet, plusieurs études 
ont formellement établi qu’une production d’Aβ40 et d’Aβ42 peut avoir lieu en 
l’absence des présénilines (Armogida et al., 2001; Wilson et al., 2003; Wilson et al., 
2002). Il est également possible, par deux approches, pharmacologique et 
génétique, de moduler différemment les productions de NICD, AICD ou Aβ 
(Chen et al., 2002; Kulic et al., 2000; Petit et al., 2001). De plus, les activités qui 
produisent Aβ et NICD sont mutuellement exclusives (Petit et al., 2002). De 
surcroit, l’utilisation de composés (Gleevec, anti-inflammatoires non stéroïdiens) 
diminue la production de peptide amyloïde sans inhiber la production des ICD 
(Netzer et al., 2003; Weggen et al., 2001; Weggen et al., 2003).  
 
Mes résultats obtenus avec le substrat JMV2660 apportent des éléments 
supplémentaires confirmant l’existence de plusieurs activités γ-sécrétase. D’une 
part, le JMV2660 est hydrolysé par une activité enzymatique dépendante des 
présénilines et modulée comme attendu par les mutations impliquées dans les 
formes familiales de la maladie. D’autre part, une activité d’hydrolyse du 
JMV2660 demeure détectable dans une fraction soluble dépourvue de présénilines 
dans les fibroblastes PS+/+ et PS-/- ainsi que dans une fraction membranaire 
obtenue à partir de fibroblaste PS-/-. 
De plus, certains résultats préliminaires obtenus avec des substrats semblables 
au JMV2660 mais basés sur les sites de clivage ε-sécrétase sur NOTCH et la βAPP 
soutiennent l’hypothèse de l’implication de plusieurs activités enzymatiques 
distinctes : les activités hydrolysant ces substrats possèdent, entre autre, des 
sensibilités différentes à plusieurs inhibiteurs de protéases. 
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Finalement, en reconsidérant l’ensemble de ces données, il est possible 
conclure qu’il existe au moins deux groupes d’activités enzymatiques de type « γ-
sécrétase » : l’un dépendant et l’autre indépendant des présénilines. 
Il est tentant de spéculer sur l’existence de plusieurs activités qui portées par 
des complexes γ-sécrétase (au moins six différents), associés à des sous-unités 
modulatrices/régulatrices seraient responsables du clivage d’une grande variété 
de substrats. 
 
Loin de pouvoir conclure définitivement à l’existence de « X » γ-sécrétases, il 
me semble que le terme « γ-sécrétase » tel qu’il est couramment employé dans la 
littérature englobe, sous cette appellation générique, plusieurs activités 
protéolytiques pourtant différentes. 
 
 
D. Une approche thérapeutique basée sur la modulation de la 
γ-sécrétase est-elle envisageable ? 
 
Initialement, à la vue des premiers résultats portant sur l’activité γ-sécrétase, la 
réponse aurait été catégoriquement NON. En effet, bloquer la γ-sécrétase produit 
les mêmes effets délétères que l’invalidation des présénilines (ou de NOTCH), du 
moins au cours de l’embryogénèse : mort cellulaire par apoptose exacerbée, 
défauts développementaux, … (Shen et al., 1997; Wong et al., 1997). 
L’étude des modèles de souris, dans lesquelles l’invalidation des présénilines 
est conditionnelle, est un très bon moyen pour investiguer le rôle des PS à l’âge 
adulte. L’équipe de Jie Shen a montré, grâce à ce modèle, que l’invalidation des PS 
se traduit par une réduction des lésions générées par l’accumulation d’Aβ dans 
des souris qui surexpriment la βAPP (Saura et al., 2005). Malheureusement, cette 
amélioration n’est, d’une part, que passagère (Saura et al., 2005) et d’autre part, 
l’invalidation des PS, à l’âge adulte, est à l’origine de troubles de la mémoire, de 
défaut de plasticité synaptique ainsi que d’une neurodégénérescence qui 
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augmente avec l’âge des animaux (Saura et al., 2004). J. Shen et RJ. Kelleher se 
basent sur ces résultats pour postuler que les mécanismes pathogènes dans la 
maladie d’Alzheimer sont liés à une perte de fonction des présénilines (Shen and 
Kelleher, 2007). En effet, les désordres observés chez ces animaux miment assez 
bien ceux observé dans la maladie à un détail près, ces souris n’accumulent pas 
d’Aβ. Bien que ceci soit, à mon sens, le principal coup porté à l’hypothèse 
amyloïde, cela ne rend plus pertinent l’inhibition de la γ-sécrétase en tant 
qu’approche thérapeutique car, d’après ces résultats, les inhibiteurs conduiraient 
aux même effets. 
 
La découverte d’activités γ-sécrétases indépendantes des présénilines a relancé 
le projet de thérapies basées sur l’inhibition du clivage γ-sécrétase. De plus, 
plusieurs approches permettent de réduire la production d’Aβ sans pour autant 
toucher la production du NICD : les composés JLK (Petit et al., 2001), le lithium 
(Phiel et al., 2003), les anti-inflammatoires non stéroïdiens (Weggen et al., 2001), le 
Gleevec (Netzer et al., 2003) et TMP21 (Chen et al., 2006) peuvent donc moduler 
Aβ sans générer les effets secondaires délétères liés à l’inhibition de la maturation 
de NOTCH. 
 
En définitive, l’hypothèse de traitements basés sur une inhibition sélective du 
clivage γ-sécrétase est relancée. Néanmoins, les différentes activités enzymatiques, 
englobées par le terme générique γ-sécrétase, qu’elles soient dépendantes ou non 
des présénilines, doivent être mieux caractérisées car toute approche qui les 
bloquerait toutes indifféremment s’expose à de sévères effets secondaires. 
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E. Quelles thérapies pour l’avenir ? 
 
A l’heure actuelle, la maladie d’Alzheimer est toujours une maladie incurable. 
Les traitements disponibles ne sont jamais que symptomatiques et ne peuvent que 
ralentir le déclin inexorable des fonctions cognitives du patient.  
Brièvement, les principaux traitements comprennent, les inhibiteurs de 
l’acétylcholinestérase (donépézil, rivastigmine, galantamine) et les antagonistes 
glutamatergiques (mémantine). 
 
Si l’on s’en tient à l’hypothèse amyloïde, pour lutter contre la maladie, il faut 
combattre l’accumulation d’Aβ. Aussi, deux voies peuvent se dégager ; d’une part, 
augmenter la dégradation et/ou l’élimination d’Aβ et d’autre part, en diminuer la 
production. 
En ce qui concerne la production, j’ai présenté les aspects consistant à inhiber 
la γ-sécrétase au paragraphe précédent, mais il est également possible de cibler la 
β-sécrétase. En effet, dans la production d’Aβ, le clivage β-sécrétase est limitant. 
Lorsque des animaux transgéniques déficient en BACE1 ont été créés, les souris 
viables et fertiles ne présentaient pas d’accumulation d’Aβ : pas de BACE1 = pas 
d’Aβ, un tableau idyllique ? En réalité, les animaux, décrits initialement comme 
exempts de tout problème (Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001), souffrent de 
multiples troubles comme, par exemple, une altération de la myélinisation (Hu et 
al., 2008; Willem et al., 2006). Il semble même, que les animaux BACE1-/- aient un 
risque de mortalité accru dans les première semaines de vie et que les survivants 
soient nettement plus petits que leurs congénères sauvages (Dominguez et al., 
2005). 
Malgré tout, cela n’annihile pas pour autant cette approche, puisque 
l’invalidation partielle de BACE1, lors du croisement de souris transgéniques 
surexprimant la βAPP avec des souris BACE1-/-, se traduit par une diminution 
considérable du nombre de plaques séniles (McConlogue et al., 2007) et l’absence 
des troubles présents chez les animaux BACE1-/-. De plus, Sankaranarayanan et 
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collaborateurs ont montré que l’inhibition pharmacologique de la β-sécrétase chez 
la souris diminue efficacement la production d’Aβ sans affecter la maturation de la 
neuréguline, impliquée dans les phénomènes de myélinisation (Sankaranarayanan 
et al., 2008a). Cette même équipe a confirmé, chez le macaque, qu’un traitement 
inhibiteur de la β-sécrétase administré par voie orale diminue la quantité d’Aβ à la 
fois dans le liquide céphalorachidien et dans le plasma (Sankaranarayanan et al., 
2008b). 
 
Les peptides Aβ sont constamment produits et éliminés. Mais le vieillissement 
s’accompagne d’une diminution du pool enzymatique responsable de cette 
dégradation. Aussi, une stratégie pourrait consister à promouvoir les activités 
enzymatiques qui dégradent l’Aβ. Prenons l’exemple de la néprilysine, Saito et 
collaborateurs ont déjà pu montrer que la somatostatine, un neuropeptide sécrété 
par les cellules de l'hypothalamus, est capable d’activer la dégradation de l’Aβ42 
par la néprilysine in vitro et in vivo (Iwata et al., 2005; Saito et al., 2005b). Ils 
montrent également que la production de somatostatine, elle aussi, diminue avec 
l’âge et postulent donc que cela pourrait bien être une cible thérapeutique. 
 
Toujours dans le but de réduire les quantités d’Aβ, une approche vaccinale a 
été tentée. Des souris transgéniques, modèles de la maladie d’Alzheimer, 
immunisées contre le peptide Aβ présentent une nette diminution de la quantité 
d’Aβ détectable dans leur cerveau et leurs performances cognitives sont 
améliorées. Ces résultats ont donné lieu à des essais thérapeutiques chez 
l’Homme qui ont fourni des résultats encourageants, du point de vue 
comportemental ainsi que du nombre des plaques séniles (Hock et al., 2003; Nicoll 
et al., 2003). Malheureusement, suite à l’apparition de quelques cas de méningites 
encéphaliques, ces tests ont été interrompus. Des études complémentaires ont 
permis de montrer que l’apparition des méningites n’était pas corrélée avec le titre 
d’anticorps anti-Aβ mais qu’il s’agissait plutôt d’une réponse immunitaire 
excessive impliquant les lymphocytes T. Pour éviter cet aléa thérapeutique, 
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l’immunisation passive a été envisagée : il s’agit d’injecter directement une 
quantité contrôlée d’anticorps dirigés contre le peptide Aβ. Des tests cliniques sont 
en cours au Etats-Unis. L’immunisation active n’est pas, pour autant, abandonnée 
mais reste assujettie à la mise au point de peptides immunogènes qui induisent 
préférentiellement une réponse immunitaire humorale. Des résultats, obtenus chez 
l’animal, semblent prometteurs (Zou et al., 2008). 
 
D’autres voies à explorer pourraient concerner les phénomènes d’agrégations 
et de dégradation N-terminale des peptides Aβ. Toutefois, si bloquer l’agrégation 
peut être une bonne idée pour faciliter la clairance des peptides et leur 
dégradation, provoquer la solubilisation des plaques séniles pourrait, en revanche, 
être délétère car cela remettrait en circulation des formes bien plus toxiques que 
les plaques elles-mêmes.  
 
En tout état de cause, de nombreuses voies restent à explorer ou tout du moins, 
à baliser plus précisément et ce ne sera qu’au prix d’importants efforts de 
recherche qu’un soin efficace contre la maladie d’Alzheimer verra le jour. 
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